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Contribution de SHP1 dans le maintien de l’homéostasie intestinale et dans le 
développement du cancer colorectal et de l’inflammation intestinale. 
Par 
Caroline Leblanc 
Programme de Biologie cellulaire 
SHP1 (Src homology 2 domain-containing phosphatase 1) est une tyrosine phosphatase 
hautement étudiée dans les cellules hématopoïétiques où elle est décrite comme étant un 
régulateur négatif de plusieurs voies de signalisation et un suppresseur de tumeur. SHP1 est 
également exprimé dans les cellules épithéliales, dont l’épithélium intestinal, où son rôle 
physiologique est peu étudié. Des travaux antérieurs ont déjà montré in cellulo que SHP1 
semblait réguler l’activité transcriptionnelle du complexe -caténine/TCF4 en 
déphosphorylant la -caténine directement. De plus, un modèle de souris invalidées pour 
SHP1 dans les cellules épithéliales intestinales (Shp1CEI-KO) a montré que la perte 
d’expression de SHP1 dans les CEIs mène à une augmentation de la prolifération et 
d’expression de la -caténine. Ces souris présentent aussi une intestinalomégalie, 
probablement issue d’une hypertrophie cellulaire. Nous avons donc poursuivi nos travaux 
afin de mieux caractériser le rôle de SHP1 dans le maintien de l’homéostasie de l’épithélium 
intestinal, mais également dans le développement de maladies telles que le cancer colorectal 
et l’inflammation intestinale. Ainsi, nous avons utilisé le modèle murin Shp1CEI-KO, de même 
que des cellules cancéreuses colorectales (HCT116 et HT29) sous-exprimant SHP1 grâce à 
un lentivirus codant pour un shARN ciblant SHP1. Dans ces deux modèles, nous avons 
observé que la perte, ou la sous-expression, de SHP1 mène à une hypertrophie cellulaire, liée 
à une augmentation de la signalisation S6K/S6 et S6K/eEF2 et de la synthèse protéique telle 
que mesurée par la technique SUnSET. Ainsi, le mécanisme impliqué dans l’hypertrophie 
semble maintenu chez les souris Shp1CEI-KO et dans les lignées cellulaires sous-exprimant 
SHP1. De plus, nous avons observé que la sous-expression de SHP1 dans des lignées 
cancéreuses colorectales humaines augmente leur capacité à croître en indépendance 
d’ancrage. Cependant, les souris Shp1CEI-KO ne développent pas de tumeurs intestinales avec 
l’âge. Tout de même, le croisement des souris Shp1CEI-KO avec des souris ApcMin/+ a révélé 
que l’absence d’expression de SHP1 dans l’épithélium promeut la polypose intestinale. De 
plus, suivant un traitement au DSS, nous avons noté que les souris Shp1CEI-KO perdent plus 
de poids que les souris contrôles, sans toutefois présenter d’altérations histologiques au 
niveau du côlon. En fait, les souris Shp1CEI-KO développent une inflammation plutôt iléale en 
réponse au DSS. En résumé, nos résultats montrent que SHP1 est essentiel au maintien de 
l’homéostasie de l’intestin grêle particulièrement en contrôlant l’activation des voies de 
signalisation PI3K/AKT et Wnt/-caténine. De plus, l’expression de SHP1 semble prévenir 
contre le développement tumoral et de l’inflammation dans l’intestin. 
Mots clés : SHP1, tyrosine phosphatase, épithélium intestinal, cancer colorectal, 
inflammation intestinale, Wnt/-caténine, PI3K/AKT, homéostasie intestinale.  
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I. INTRODUCTION 
 
1. Le système digestif 
 
SECTION 1.1 : LE TUBE DIGESTIF 
Le tractus gastrointestinal, ou tube digestif, est composé de plusieurs organes qui vont, 
ensemble, permettre une digestion maximale des différents aliments ingérés, permettant de 
fournir l’énergie et les nutriments nécessaires à toutes les cellules (Marieb and Hoehn, 2010). 
Dans l’ordre, il y a la bouche, le pharynx, l’œsophage, l’estomac, l’intestin grêle, le côlon, 
le rectum et finalement l’anus. La bouche effectue un travail mécanique pour réduire chaque 
bouchée en petits morceaux. De plus, la présence de salive permet de débuter la digestion 
chimique de l’amidon grâce à la ptyaline qu’elle contient (Universalis and Articles, 2015). 
C’est par déglutition que le bol alimentaire va entrer dans le pharynx. Ce dernier est 
simplement un carrefour permettant à la nourriture d’entrer dans l’œsophage et d’y 
poursuivre son parcours jusqu’à l’estomac par péristaltisme. À ce niveau, l’estomac 
contribue à la digestion à la fois de façon mécanique que chimique. En effet, l’estomac crée 
un brassage grâce aux muscles qui composent sa paroi externe, tout en soumettant le bol 
alimentaire à une forte concentration d’acide chlorhydrique et à la pepsine. Ensuite, le chyme 
se dirige vers l’intestin grêle, ou la digestion chimique se poursuit grâce à la présence de 
nombreuses enzymes qui sont déversées par le pancréas dans l’intestin grêle, mais également 
grâce aux enzymes présentes à la surface de la paroi intestinale. Les muscles lisses entourant 
l’intestin se contractent et brassent ainsi son contenu, permettant de bien mélanger le chyme 
avec les enzymes et d’assurer le contact avec la paroi intestinale. Ceci permet d’optimiser la 
digestion, mais également l’absorption des nutriments (acides aminés, lipides, glucides, 
vitamines et électrolytes). Ce qui n’aura pas été absorbé par l’intestin grêle se rend ensuite 
jusqu’au côlon, où une grande partie de l’eau est réabsorbée. Ce qui reste sera éliminé par 
les fèces. (Marieb and Hoehn, 2010) 
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SECTION 1.2 : L’INTESTIN  
L’intestin est composé de l’intestin grêle et du côlon. L’intestin grêle est formé de trois 
segments distincts : suivant l’estomac se trouve le duodénum, puis le jéjunum, et pour 
terminer l’iléon qui se déverse dans le côlon. Au total, l’intestin grêle peut faire de 3 à 6 
mètres de long, tandis que le côlon fait environ 1,2 mètres (Collins and Badireddy, 2019; 
Helander and Fändriks, 2014). Chacun des segments qui composent l’intestin ont leurs 
particularités. D’abord, le duodénum est la plus petite section de l’intestin et ne mesure que 
25 cm environ. Il constitue une sorte de carrefour où se rejoignent le chyme acide de 
l’estomac, la bile du foie, et les sucs pancréatiques. Ceux-ci contiennent des enzymes 
digestives et du carbonate afin de neutraliser l’acide de l’estomac (Campbell and Reece, 
2007). Vient ensuite le jéjunum, où la majeure partie de l’absorption des nutriments se fait. 
C’est notamment le cas des acides aminés, des lipides et des glucides. Ce dernier est suivi 
par l’iléon, qui est principalement responsable d’absorber les nutriments qui n’ont pas été 
absorbés dans le jéjunum, mais aussi des vitamines et les acides biliaires. Finalement, le 
côlon est surtout un centre d’absorption d’eau, mais va également absorber quelques 
vitamines (Campbell and Reece, 2007; Collins and Badireddy, 2019).  
L’intestin, tout comme le reste du tube digestif est composé de quatre couches de tissus 
distinctes qui sont, de l’extérieur vers l’intérieur, la séreuse, la musculeuse, la sous-muqueuse 
et la muqueuse. La séreuse, la plus externe du tube digestif, est composée d’une monocouche 
de cellules mésothéliales et de tissu conjonctif qui protège les organes plus internes. Sous la 
séreuse se trouve la musculeuse, qui elle-même est composée de deux strates de muscle 
lisse : une couche longitudinale et une circulaire. Ensemble ces deux couches vont être 
responsables du péristaltisme. Ensuite vient la sous-muqueuse qui contient des vaisseaux 
sanguins et lymphatiques, des composantes neuronales, des fibroblastes, de même que 
quelques cellules immunitaires. La couche la plus interne, la muqueuse, est elle-même sous-
divisée en trois parties : la muscularis mucosae, la lamina propria, et l’épithélium. La 
muscularis mucosae est une fine couche de muscle lisse qui permet des contractions et les 
mouvements locaux. Dessous, se retrouve la lamina propria qui est riche en fibroblastes, en 
capillaires sanguins et en cellules immunitaires. Finalement, la partie la plus interne de la 
muqueuse, et par le fait même du tube digestif, est l’épithélium. C’est cette dernière couche 
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qui est en contact direct avec le contenu de la lumière du tube digestif (Collins and 
Badireddy, 2019; Noah and Shroyer, 2013). 
 
2. L’épithélium intestinal 
 
SECTION 2.1 ORGANISATION DE L’ÉPITHÉLIUM INTESTINAL 
L’épithélium intestinal est composé d’une monocouche de cellules qui agit comme 
barrière physique entre le contenu luminal et le soi. Celle-ci présente une étanchéité sélective 
au contenu du tube digestif (Allaire et al., 2018). L’épithélium, au niveau de l’intestin grêle, 
est organisé en unités fonctionnelles d’axes crypte-villosité, tandis que dans le côlon, 
l’épithélium n’est composé que de cryptes et d’épithélium de surface (Fig. 1). Dans l’intestin 
grêle, la crypte est considérée comme étant le compartiment prolifératif puisqu’elle contient 
entre autres les cellules souches et les cellules progénitrices prolifératives. De son côté, la 
villosité est considérée comme le compartiment différencié puisqu’elle ne contient que des 
cellules pleinement différenciées et fonctionnelles (Clevers, 2013; Crosnier et al., 2006).  
 
SECTION 2.2 : PROLIFÉRATION ET RENOUVELLEMENT 
Chaque cellule qui compose l’épithélium intestinal provient des cellules souches 
présentes au fond des cryptes. Plus précisément, il existe deux principaux groupes de cellules 
souches : les cellules souches de type CBC (crypt base columnar cell) dites actives et 
présentes au fond de la crypte, intercalées avec les cellules de Paneth, et les cellules souches 
de réserve, quiescentes, qui sont localisées à la position +4 dans la crypte (Barker et al., 2008; 
Yan et al., 2012). Ces deux populations de cellules souches distinctes vont exprimer des 
marqueurs différents. En effet, les cellules souches quiescentes +4 expriment le gène BMI1 
(B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog), tandis que les cellules CBC souches 
expriment les gènes LGR5 (Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5) et 
OLFM4 (Olfactomedin 4) (van der Flier et al., 2009; Yan et al., 2012). Ainsi, en conditions 
physiologiques normales, toutes les cellules épithéliales intestinales (CEIs) sont issues des 
cellules souches dites LGR5+ puisque les cellules BMI1+ ne se réveillent que suivant des 
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blessures graves à l’épithélium (Yan et al., 2012), lorsque les cellules souches CBC sont 
elles-mêmes affectées (Tian et al., 2011).  
 
 
Figure 1. Architecture de l’épithélium intestinal et colique. 
L’épithélium intestinal est organisé en cryptes et épithélium de surface dans le côlon, et dans 
l’intestin grêle, il est organisé en axe crypte-villosité. Les cellules souches au fond des 
cryptes donnent naissance à tous les types cellulaires qui constituent cet épithélium, soit les 
cellules absorbantes, les cellules caliciformes et les cellules entéroendocrines. De plus, dans 
l’intestin grêle, il y a les cellules de Paneth qui sont présentes au fond des cryptes, intercalées 
avec les cellules souches CBC. Modifié de Ma et al., 2016. Image libre d’accès. 
 
Les cellules issues de la division asymétrique des cellules souches sont des cellules 
progénitrices prolifératives qui, comme leur nom l’indique, prolifèrent. Ces cellules vont à 
leur tour donner naissance à d’autres cellules dont la majorité vont migrer vers la sortie de la 
crypte où elles vont arrêter de proliférer et se différencier. À l’atteinte de la base des 
villosités, les cellules vont être complètement différenciées et pleinement fonctionnelles. 
Elles vont poursuivre leur migration jusqu’à l’atteinte de l’apex des villosités, puis se 
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détacher pour mourir par anoïkose (Delgado et al., 2016). Certaines cellules vont plutôt 
migrer vers le bas de la crypte pour se localiser autour des cellules souches. Au final, 
l’épithélium intestinal se renouvelle aux 3 à 5 jours chez la souris (Clevers, 2013). 
 
SECTION 2.3 : DIFFÉRENCIATION CELLULAIRE 
L’épithélium intestinal est composé de différents types de cellules qui vont occuper 
des fonctions bien précises tout au long de leur vie. Ainsi, lorsque les cellules progénitrices 
arrivent près de la sortie de la crypte, elles vont se déterminer puis se différencier en un type 
cellulaire bien précis. Il y a deux catégories de cellules : les cellules absorbantes et les 
cellules sécrétrices. Les cellules absorbantes sont évidemment les plus abondantes 
considérant le rôle de l’intestin dans la digestion. Dans l’intestin grêle, les cellules 
absorbantes sont appelées entérocytes, alors que dans le côlon, ce sont des colonocytes. Ces 
cellules vont bien entendu être responsables de l’absorption des nutriments, des vitamines et 
de l’eau. Parmi les cellules sécrétrices, il y a d’abord les cellules caliciformes qui sont 
responsables de sécréter un mucus protecteur à l’épithélium. Ensuite, il y a les cellules 
entéroendocrines qui sécrètent différentes hormones permettant de réguler la digestion. Puis, 
il y a les cellules de Paneth qui sécrètent des peptides antimicrobiens et des facteurs de 
croissance qui participent à l’établissement la niche des cellules souches (Clevers and 
Bevins, 2013; Sato et al., 2011). Il s’agit là du seul type de cellules différenciées qui n’est 
pas présent dans les villosités, mais qui est localisé au fond des cryptes, intercalé avec les 
cellules souches. Finalement, il y a les cellules Tuft qui semblent avoir un rôle dans la 
perception du contenu luminal, dans la réponse immunitaire de type 2 (Gerbe et al., 2016) et 
dans le maintien de la niche des cellules souches (Middelhoff et al., 2017).  
 
SECTION 2.4 : VOIES DE SIGNALISATIONS IMPORTANTES DANS LE MAINTIEN DE 
L’HOMÉOSTASIE DE L’ÉPITHÉLIUM INTESTINAL 
Puisque l’épithélium intestinal est un organe à renouvellement très rapide, l’équilibre 
entre la prolifération, la différenciation et la survie doit être très finement régulé. Cette 
régulation se fait à différents niveaux par le travail conjoint de nombreuses voies de 
signalisation. 
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2.4.1 Voie Wnt/-caténine 
Bien qu’il en soit rarement discuté, il existe trois voies de signalisation différentes 
dépendantes des facteurs WNTs (Wingless/Int-1) : la voie canonique dépendante de la 
-caténine, et deux voies non-canoniques qui sont indépendantes de la -caténine. Les deux 
voies dites non-canoniques sont i) « Planar Cell Polarity » qui contrôle la polarisation 
cellulaire au sein d’un tissu via la régulation des petites GTPases RAC1 (Ras-related C3 
botulinum toxin substrate 1) et RHOA (Ras homolog gene family, member A) (Butler and 
Wallingford, 2017), et ii) WNT/Ca2+ qui signale par des protéines G trimériques pour 
moduler l’activité de la phospholipase C (hydrolysant le PIP2) et conséquemment, la 
mobilisation du calcium intracellulaire (Niehrs, 2012). La voie de signalisation WNT qui 
nous intéresse particulièrement dans l’épithélium intestinal, c’est la voie canonique qui a 
pour effecteur principal, la -caténine. Ainsi, toutes les fois où il sera mention de la voie 
Wnt/-caténine, ce sera en référence à la voie canonique. 
La voie de signalisation Wnt/-caténine est activée par des facteurs WNTs 
extracellulaires (WNT2, WNT2b, WNT3, WNT3a et WNT8) (Tortelote et al., 2017) qui 
peuvent être sécrétés par les cellules de Paneth et par les cellules du mésenchyme (Miller, 
2002; Sato et al., 2011). En l’absence de stimulation par un facteur WNT, la -caténine 
cytoplasmique est liée à un complexe appelé complexe de dégradation formé notamment des 
protéines d’échafaudage AXINE et APC (Adenomatous polyposis coli) ainsi que des kinases 
GSK3 (Glycogen synthase kinase β) et CK1 (Casein Kinase 1α). Dans ce complexe, 
CK1 est capable de phosphoryler la sérine 45 de la -caténine, ce qui entraine des 
phosphorylations par GSK3 sur les sérines 33 et 37, de même que sur la thréonine 41 
(Fig.2A). Ces phosphorylations successives de la -caténine forment un phosphodégron 
reconnu par la E3 ubiquitine ligase -TrCP (-transducin repeat containing E3 ubiquitin 
protein ligase), qui procède à son ubiquitination, ce qui mène à sa dégradation par le 
protéasome (Stamos and Weis, 2013; Wu and He, 2006). Par contre, la liaison d’un facteur 
WNT au récepteur FRIZZLED et au co-récepteur LRP5/6 (Low-density lipoprotein receptor-
related protein) provoque la formation du complexe trimérique WNT-FRIZZLED-LRP5/6 
qui recrute la protéine DISHEVELLED qui se polymérise pour se lier à l’AXINE. LRP5/6 
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est ensuite phosphorylé par CK1 et GSK3 libérant la β-caténine dans le 
cytoplasme (Nusse, 2012). N’étant ainsi plus phosphorylée, la -caténine est dite stabilisée 
et transloque au noyau où elle s’associe avec des membres de la famille TCF/LEF (T cell 
factor/Lymphocyte enhancer factor) (principalement TCF4 dans les cellules épithéliales 
intestinales) (van Es et al., 2012) (Fig. 2B). Ensemble ces deux protéines forment un facteur 
de transcription actif capable de déplacer le répresseur Groucho, et capable de transcrire 
différents gènes cibles. Parmi ceux-ci figurent plusieurs gènes associés au contrôle de la 
prolifération tels que AXIN2, MYC (myelocytomatosis oncogene) et CNND1 (cycline D1) 
(He et al., 1998; Jho et al., 2002; Tetsu and McCormick, 1999), des gènes exprimés dans les 
cellules souches tels que LGR5 et ASCL2 (Achaete-scute complex homolog 2) (Barker et al., 
2007; Schuijers et al., 2015), et des gènes associés à la différenciation et à la fonction des 
cellules de Paneth dont SOX9 (sex determining region Y-box 9) et EPHB3 (EphrineB3) 
(Batlle et al., 2002; Blache et al., 2004). 
Il existe nombre d’agonistes et d’antagonistes qui permettent de régulariser le niveau 
d’activation de la voie Wnt/-caténine. Notamment, il y a les membres de la famille des 
R-Spondines, agonistes des récepteur membranaires LGR4,5,6 qui potentialisent la 
signalisation Wnt/-caténine en liant les récepteurs FRIZZLED (Kazanskaya et al., 2004; de 
Lau et al., 2011). En fait, la liaison des récepteurs LGR aux récepteurs FRIZZLED empêche 
les E3 ubiquitine ligases transmembranaires RNF43 (Ring finger protein 43) et ZNRF3 (Zinc 
and ring finger 3) de les lier et de les internaliser (Hao et al., 2016; Jiang et al., 2015). Il y a 
aussi NOGGIN, un antagoniste de la signalisation par les BMPs (bone morphogenetic 
protein), exprimé par les myofibroblastes à la base de la crypte (Haramis et al., 2004). 
Puisque la signalisation des BMPs inhibe la signalisation Wnt/-caténine (He et al., 2004), 
l’expression de NOGGIN permet de maintenir l’activation de cette voie de signalisation dans 
l’environnement des cellules souches. DKK1 (Dickkopf1) de son côté fonctionne comme un 
antagoniste des récepteurs LRP5/6, inhibant la signalisation Wnt/-caténine (Semënov et al., 
2001). 
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Figure 2. La voie de signalisation Wnt/-caténine. 
A. Voie « OFF ». En absence de liaison d’un facteur WNT au récepteur FRIZZLED, la 
-caténine cytoplasmique est séquestrée par un complexe de dégradation composé des 
protéines APC, AXINE1, des kinases CK1 et GSK3, de même que de la E3 ubiquitine 
ligase -TrCP. Ce complexe permet la phosphorylation de la -caténine, menant à son 
ubiquitination et éventuellement sa dégradation par le protéasome. La transcription de gènes 
cibles est bloquée par des répresseurs tels que Groucho. B. Voie « ON ». La liaison d’un 
facteur WNT à son récepteur FRIZZLED recrute DISHEVELLED, qui permet d’apporter le 
complexe de dégradation à la membrane, ce qui le déstabilise. La -caténine n’est alors plus 
prise en charge ni dégradée par le protéasome. Ainsi, la -caténine est stabilisée et peut 
transloquer au noyau. Elle y déloge alors Groucho pour s’associer avec des membres de la 
famille TCF/LEF. Ensemble, ils forment un facteur de transcription actif qui transcrit 
différents gènes cibles notamment impliqués dans la prolifération. Modifiée de Galluzzi et 
al., 2019. (#4638251195389). 
 
La voie Wnt/-caténine est reconnue pour être cruciale à l’homéostasie de 
l’épithélium intestinal, et ce, à plusieurs niveaux. D’abord, l’activation de cette signalisation 
est nécessaire à l’apparition et à la différenciation des cellules de Paneth, présentes au fond 
des cryptes de l’intestin grêle. En effet, une activation aberrante de la voie Wnt/-caténine 
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suivant par exemple une délétion de Apc chez la souris mène à une augmentation importante 
du nombre de cellules de Paneth, et même à une métaplasie de ce type cellulaire dans le 
côlon (Andreu et al., 2008). De la même façon, augmenter la signalisation Wnt/-caténine 
dans des organoïdes avec des doses croissantes de R-Spondine induit une augmentation 
croissante du nombre de cellules de Paneth (Farin et al., 2012). À l’inverse, les souris 
déficientes pour TCF4, ou exprimant un allèle hypomorphique de la -caténine, présentent 
une absence de cellules de Paneth au fond des cryptes (Andreu et al., 2008; van Es et al., 
2005a, 2012). De façon intéressante, la voie Wnt/-caténine est également responsable de la 
localisation appropriée des cellules de Paneth au fond des cryptes. En effet, l’expression des 
récepteurs Ephrine B2 (EphB2) et Ephrine B3 (EphB3) est sous le contrôle de l’activation 
de la voie Wnt/-caténine. EphB2 est exprimé par les cellules prolifératives, donc plus 
fortement au fond des cryptes. Son expression suit tout de même un gradient décroissant à 
l’approche du haut de la crypte. L’expression de EphB3 est quant à elle réservée à la surface 
des cellules de Paneth. Pour ce qui est de leur ligand Ephrine B1, il est exprimé plus 
fortement au haut de la crypte avec un gradient inverse à EphB2 (Batlle et al., 2002). Une 
compartimentalisation s’établit donc suivant la liaison d’un des récepteurs à son ligand, 
puisque ceci entraine une répulsion des cellules (Park et al., 2011; Zimmer et al., 2003). 
Ainsi, si l’expression du récepteur EphB3 est abolie chez la souris, les cellules de Paneth 
sont délocalisées. Le phénotype est d’ailleurs exacerbé lors de la double délétion des gènes 
EphB2 et EphB3 chez la souris (Batlle et al., 2002). 
Un autre rôle crucial qui est attribué à la signalisation Wnt/-caténine est le maintien 
de la prolifération et de la survie des cellules souches. Dans l’intestin grêle, la niche des 
cellules souches est maintenue par l’activité des cellules de Paneth, dont la présence dépend 
de la voie Wnt/-caténine tel que mentionné plus tôt. De plus, les cellules de Paneth 
produisent et sécrètent différents facteurs de croissance dont WNT3, l’EGF (epithelial 
growth factor), le TGF- (transforming growth factor-) et DLL4 (delta like ligand 4, un 
ligand des récepteurs NOTCH) qui stimulent la prolifération et la survie des cellules souches 
(Sato et al., 2011). Il est aussi connu que le mésenchyme adjacent à l’épithélium du fond des 
cryptes sécrète lui aussi des facteurs WNT pour soutenir cette niche (Farin et al., 2012; 
Miller, 2002). Au niveau du côlon, les cellules souches sont également présentes au fond des 
10 
 
cryptes, qui sont dépourvues cependant des cellules de Paneth. Par contre, les cellules 
souches y sont tout de même intercalées avec des cellules sécrétrices CD24+, un marqueur 
qui est également exprimé par les cellules de Paneth (Sato et al., 2011). Il a donc été suggéré 
que ces cellules feraient office de cellules de Paneth dans le côlon, par contre, aucune étude 
n’a encore montré que l’épithélium du côlon pouvait sécréter des facteurs WNT fonctionnels 
(Miyoshi, 2017). L’apport en facteurs WNT de la niche est ainsi essentiellement maintenu 
par le mésenchyme sous-jacent à l’épithélium. D’ailleurs, il a été récemment montré que ce 
rôle est tenu par un sous-type particulier de cellules du mésenchyme qui expriment GLI1 
(glioblastoma homologue protein 1) (Degirmenci et al., 2018). Ainsi, tous ces facteurs 
relâchés à proximité des cellules souches permettent de maintenir la niche (van Es et al., 
2012). Lorsque la signalisation Wnt est augmentée par l’inactivation d’Apc ou par la 
suractivation de la -caténine chez la souris, il y a une expansion du compartiment souche 
qui est observé (Xian et al., 2017). À l’inverse, la perte d’expression de la -caténine dans 
l’épithélium intestinal ou la surexpression de l’antagoniste DKK1 mènent à la perte des 
cellules souches (Fevr et al., 2007; Pinto et al., 2003). 
2.4.2 La voie PI3K/AKT 
La signalisation PI3K/AKT (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) est 
activée par de nombreux facteurs de croissance qui signalent par des récepteurs à activité 
tyrosine kinase (RTKs). En effet, la liaison d’un ligand à son RTK induit la phosphorylation 
de tyrosines présentes dans la queue intracellulaire du RTK, ce qui crée des sites d’ancrage 
pour différentes protéines de signalisation. Ainsi, la sous-unité régulatrice de la PI3K peut 
s’y lier directement via ses domaines SH2 (Src homology 2), ou indirectement par 
l’intermédiaire de protéines d’échafaudage telles que IRS (insulin receptor substrate). En 
effet, la PI3K est composée de 2 sous-unités : une sous unité régulatrice p85 qui contient 2 
domaines SH2, et une sous-unité catalytique p110 (Songyang et al., 1993). Lorsqu’activée, 
la PI3K phosphoryle le phosphatidylinositol(4,5)phosphophate-2 (PtdIns(4,5)P2, ou PIP2) 
en phosphatidylinositol(3,4,5)phosphate-3 (PtdIns(3,4,5)P3 ou PIP3). Cette étape est 
renversée par la phosphatase PTEN (phosphatase and tensin homolog) qui déphosphoryle le 
PtdIns(3,4,5)P3 en PtdIns(4,5)P2 (Johnston and Raines, 2015). L’accumulation de 
PtdIns(3,4,5)P3 permet de recruter à la membrane plasmique l’effecteur principal de cette 
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voie de signalisation, AKT, mais également un de ses activateurs, PDK1 (phosphoinositide-
dependent kinase 1). En effet, pour être activé, AKT doit être d’abord phosphorylé par PDK1 
sur sa thréonine 308, puis sur sa sérine 473 par le complexe mTORC2 (Dangelmaier et al., 
2014; Fresno Vara et al., 2004; Scoville et al., 2008). Par la suite, AKT est capable de 
phosphoryler à son tour une multitude de substrats permettant d’agir entre autres sur la survie 
cellulaire en phosphorylant BAD (Datta et al., 1997), sur la progression du cycle cellulaire 
via la phosphorylation de p27Kip1 (Liang et al., 2002; Shin et al., 2002) et sur la traduction 
en phosphorylant TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) (Inoki et al., 2002; Manning et al., 
2002). Cette dernière phosphorylation entraine en effet l’inhibition du complexe TSC1/2, ce 
qui entraine l’activation de RHEB (Ras homolog enriched in brain) (lié au GTP (Guanosine 
triphosphate)) et de mTOR (mammalian target of rapamycin). Une fois mTOR activé, on 
observe la phosphorylation la kinase S6 et de l’inhibiteur d’initiation de la traduction 4E-BP 
(Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1) (Inoki et al., 2002; McManus 
and Alessi, 2002). La kinase S6 phosphoryle rpS6 (ribosomal protein S6), une protéine 
comprise dans la sous-unité ribosomale 40S et qui est suspectée de jouer un rôle important 
dans le contrôle de la traduction. Par contre, des travaux ont montré qu’il n’y avait pas de 
différence dans la traduction chez des souris « knock-in » exprimant rpS6 non-
phosphorylable (Ruvinsky and Meyuhas, 2006; Ruvinsky et al., 2005). Néanmoins, une autre 
des cibles de la kinase S6 est « l’elongation factor 2 kinase » (eEF2K). Cette kinase inhibe 
« l’elongation factor 2 » (eEF2), ce qui ralentit l’élongation de la traduction. Ainsi, la 
phosphorylation de eEF2K sur la sérine 366 par la kinase S6 inhibe son activité, ce qui 
permet à eEF2 d’être pleinement actif et de favoriser la traduction (Browne and Proud, 2004; 
Wang et al., 2001, 2014). 
De manière intéressante, il existe un lien entre l’activation de la voie PI3K/AKT et 
celle de la voie Wnt/-caténine. En effet, parmi les nombreuses cibles de AKT se trouve la 
GSK3 qui, lorsque phosphorylée sur sa sérine 9, est inhibée (Cross et al., 1995). Ceci 
promeut donc la stabilité de la -caténine. De plus, la -caténine elle-même peut être 
phosphorylée (sur la sérine 552) par AKT (Fang et al., 2007). La phosphorylation de la sérine 
552 de la -caténine favorise sa localisation nucléaire, et ainsi son activité transcriptionnelle 
(Chowdhury et al., 2015; Fang et al., 2007; Lee et al., 2010).  
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La régulation de la signalisation PI3K/AKT se fait principalement par la lipide 
phosphatase PTEN. Celle-ci est connue comme étant un suppresseur de tumeur dans de 
nombreux tissus, puisque sa perte mène à une hyperactivation soutenue de la signalisation 
PI3K/AKT. C’est d’ailleurs le cas dans le mésenchyme de l’intestin et du côlon où la délétion 
de PTEN entraine la formation spontanée de tumeurs (Langlois et al., 2019). En ce qui 
concerne l’épithélium intestinal cependant, il a été rapporté que la perte de PTEN dans 
l’épithélium intestinal chez la souris mime le syndrome de Cowden, c’est-à-dire que ces 
souris développent des lésions tumorales dans leur intestin (Marsh Durban et al., 2014). 
Cependant, d’autres groupes de recherche ont montré que la perte épithéliale de PTEN à elle 
seule ne suffit pas à engendrer la formation de tumeurs, mais que chez les souris ApcMin/+, 
elle entraine toutefois une augmentation de la polypose (Langlois et al., 2009; Marsh et al., 
2008). De plus, il a été montré que la perte de PTEN dans l’épithélium intestinal murin 
engendre des modifications dans la détermination des cellules épithéliales intestinales 
puisque les cellules caliciformes semblent favorisées au détriment des cellules 
entéroendocrines. Finalement, ces souris présentent une intestinalomégalie associée à une 
augmentation de la prolifération, indiquant que la signalisation PI3K/AKT régule également 
l’architecture de l’intestin (Langlois et al., 2009). 
2.4.3 La voie des MAP Kinases ERK 
La voie de signalisation ERK/MAPK (extracellular signal-regulated kinase/ 
mitogen-activated protein kinase) est activée par des facteurs de croissance, tel que l’EGF, 
qui lient leur RTK. Suite à l’activation et la phosphorylation des RTKs, il y a recrutement 
d’un certain nombre de protéines intracellulaires contenant un domaine SH2 capable de 
reconnaitre ses tyrosines phosphorylées. Une de ces protéines est la protéine adaptatrice 
GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2) capable de lier le facteur d’échange SOS 
(son of sevenless) qui active la petite protéine G RAS ancrée à la membrane (Chardin et al., 
1993). Ainsi active, la protéine RAS recrute et active la kinase RAF qui va par la suite 
phosphoryler les kinases MEK1/2 (mitogen activated protein kinase kinase 1/2) sur les 
sérines 217 et 221. À leur tour, MEK1/2 phosphorylent les kinases ERK1/2 sur la thréonine 
202 et la tyrosine 204. Une fois actives, les kinases ERK1/2 phosphorylent une multitude de 
substrats cytoplasmiques (dont MNK (MAP kinase-interacting serine/threonine-protein 
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kinase) et p90S6K (Esnault et al., 2015; Hou et al., 2012)) et nucléaires (dont FRA-1 (Fos-
related antigen 1) et C-MYC (Benassi et al., 2006; Casalino et al., 2003)), régulant ainsi de 
nombreux processus cellulaires (Huo et al., 2015; Mei et al., 2013; Sun et al., 2019). Notre 
équipe a d’ailleurs déjà montré que l’activation de la signalisation RAS/ERK MAPK était 
essentielle à la prolifération des cellules épithéliales intestinales en culture et que l’inhibition 
de cette voie était nécessaire pour permettre leur différenciation entérocytaire (Aliaga et al., 
1999; Lemieux et al., 2011; Paquin et al., 2013). De manière intéressante, une forte activité 
des ERK est observée dans le noyau des cellules progénitrices intestinales (Aliaga et al., 
1999). L’activation de cette voie s’avère aussi cruciale pour maintien du compartiment 
cryptal prolifératif chez la souris (Kabiri et al., 2018; Wong et al., 2012).  
2.4.4 La voie NOTCH 
La signalisation NOTCH est activée par la liaison d’un récepteur NOTCH (NOTCH 
1, 2, 3 et 4) avec un de ses ligands « Delta like » (DLL1, 3 et 4) ou JAGGED1 et 2, eux aussi 
transmembranaires et présents sur des cellules adjacentes. Cette liaison récepteur/ligand 
permet un clivage extracellulaire de NOTCH par une protéase ADAM (« a disintegrin and 
metalloprotease »), qui est suivi par un clivage intracellulaire de NOTCH par la -sécrétase. 
Ceci permet la libération du domaine intracellulaire « NOTCH intracellular domain » 
(NICD) qui va transloquer au noyau et se lier avec CSL (CBF-1/RBP-J, Su(H), Lag-1) afin 
de former un facteur de transcription actif, déplaçant des co-répresseurs tel que MTG8, et 
recrutant des co-activateurs dont Mastermind. Cette voie de signalisation, lorsque activée, 
va permettre la transcription de différents gènes cibles dont HES1 (hairy and enhancer of 
Split 1) et HES5 (Noah and Shroyer, 2013).  
Dans l’épithélium intestinal, la voie de signalisation NOTCH joue un rôle important 
dans la prolifération des cellules souches et dans la différenciation des cellules absorbantes. 
Il a été démontré que la voie de NOTCH est impliquée dans le maintien du compartiment 
prolifératif et est très active dans les cellules souches de l'épithélium intestinal (Brink et al., 
2001). L'inhibition de la signalisation de NOTCH chez la souris par l'inhibition de la 
γ-sécrétase entraîne un arrêt de la prolifération et l’induction de la différenciation en cellules 
sécrétrices (van Es et al., 2005b). Inversement, l'activation constitutive de NOTCH cause la 
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perte des cellules sécrétrices ainsi qu'une augmentation de la prolifération cellulaire (Fre et 
al., 2005). De plus, NOTCH promeut la différenciation des cellules absorbantes via les 
facteurs HES qui inhibent l’expression de MATH1 (Mouse atonal homolog 1), un facteur 
nécessaire à la différenciation des cellules de la lignée sécrétrice (Sancho et al., 2015). Ainsi, 
les ligands DLL1 et DLL4 sont exprimés sur les cellules sécrétrices pour permettre 
l’activation de la voie NOTCH dans les cellules voisines. C’est entre autres ainsi que les 
cellules de Paneth contribuent au maintien des cellules souches. En effet, la présence des 
ligands à la surface de ces cellules permet d’activer la voie NOTCH dans les cellules souches, 
maintenant leur état indifférencié (van Es et al., 2005b; VanDussen et al., 2012). Ainsi, la 
voie de signalisation de NOTCH est impliquée dans la régulation des processus de 
prolifération/différenciation et de détermination des cellules de l'épithélium intestinal.  
 
3. Les principales pathologies de l’intestin 
 
L’homéostasie de l’intestin est maintenue par de nombreuses voies de signalisation 
qui sont très finement régulées. Le moindre dérèglement dans la signalisation peut engendrer 
des irrégularités dans différents processus cellulaires et ainsi engendrer des effets 
considérables qui peuvent mener à l’apparition de différentes pathologies. 
 
SECTION 3.1 : LE CANCER COLORECTAL 
3.1.1 Généralités 
Le cancer colorectal se forme à partir de l’épithélium intestinal et comme son nom 
l’indique, va surtout affecter le côlon et le rectum. Il peut être de nature héréditaire comme 
dans les cas du syndrome de polypose familiale FAP (familial adenomatous polyposis) et de 
la maladie de Lynch, mais plus de 70% des cancers colorectaux sont d’origine sporadique et 
vont se développer après 50 ans (Recio-Boiles et al., 2019). Plusieurs facteurs de risque sont 
connus tels que la diète, l’environnement, les habitudes de vie, l’obésité, l’ingestion d’alcool 
et le tabagisme (Slattery, 2000). Il existe différents stades de cancers colorectaux, classés 
selon leur degré de progression. Il y a d’abord le stade 0 où les cellules tumorales, qui ne 
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sont pas encore cancéreuses, sont encore localisées dans la muqueuse et dites in situ. Le 
stade 1 représente une tumeur qui est encore restreinte au tissu d’où elle émerge, soit 
l’épithélium dans ce cas-ci. Au stade 2, la tumeur est un peu plus développée a commencé à 
atteindre les différentes couches qui constituent les parois du côlon. Le stade 3 est caractérisé 
par une large tumeur qui commence à s’étendre aux tissus adjacents et aux ganglions 
lymphatiques. Finalement, le 4e et dernier stade, c’est lorsqu’il y a présence de métastases 
qui se sont développées dans d’autres organes tels que le foie et les poumons (Colorectal 
Cancer Alliance).  
Le cancer colorectal peut se développer selon trois voies de carcinogénèse 
différentes : 1- le cancer colorectal associé à une instabilité chromosomique (CIN) qui est le 
plus fréquent et représente 80% des cas; 2- Le cancer colorectal associé à une instabilité des 
microsatellites (MSI) causant une déficience dans les mécanismes de réparation d’ADN; 
3- le cancer colorectal de type « serrated », nommé en fonction de l’apparence des tumeurs, 
et caractérisé par la méthylation des îlots CpG (CIMP) (Mundade et al., 2014). Pour le 
présent travail, nous nous sommes intéressés plus particulièrement à la voie la plus 
commune, soit la voie de l’instabilité chromosomique. 
3.1.2 La séquence adénome-carcinome 
La voie de carcinogénèse colorectale de l’instabilité chromosomique est bien 
caractérisée quant aux évènements qui s’enchaînent pour transformer une cellule épithéliale 
normale en adénome, puis en adénocarcinome (Fig. 3). En fait, le développement de ce type 
de tumeur implique l’activation de proto-oncogènes et l’inactivation de suppresseurs de 
tumeurs tel qu’initialement proposé par Vogelstein et son équipe dès la fin des années 1980 
(Vogelstein et al., 1988).  
Le développement de ce type de cancer colorectal implique la perte de fonction du 
gène APC ce qui amène l’hyperactivation de la signalisation Wnt/-caténine (Fig. 3). Ceci 
cause l’hyperprolifération des cellules souches transformant l’épithélium normal en un 
adénome précoce. Une instabilité du génome s’installe alors, ce qui provoque l’apparition 
subséquente de mutations dans les gènes KRAS puis SMAD4 (small mothers against 
decapentaplegic 4) permettant respectivement la progression vers un adénome intermédiaire 
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puis vers un adénome tardif (Arrington et al., 2012; Drabsch and ten Dijke, 2012; Miyaki et 
al., 1999). La formation du carcinome se produit lorsque le gène suppresseur de tumeur TP53 
est inactivé à son tour (Fig. 3) (Fearon, 2011; López et al., 2012). Finalement, d’autres 
mutations supplémentaires, comme par exemple dans le gène CDH1, qui code pour la 
cadhérine-E, peuvent survenir contribuant à la formation de métastases (Giles et al., 2003; 
Sawa et al., 2016).  
 
 
Figure 3. La séquence adénome-carcinome. 
La formation du cancer colorectal suit une séquence adénome-carcinome bien définie par les 
mutations qui se succèdent, de la transformation d’un épithélium normal en adénome, puis 
vers la progression en carcinome. La première mutation à survenir affecte principalement le 
gène APC, mais peut aussi impliquer les gènes CTNNB1 ou AXINE2. La formation de 
l’adénome précoce se fait suite à une mutation dans les gènes KRAS et SMAD 4/2. 
Finalement le développement du carcinome est caractérisé par la mutation du gène TP53. La 
perte des mécanismes d’apoptose est également impliquée. LOH = loss of heterozygocity. 
Traduit de Ma et al., 2016. Image libre d’accès. 
 
3.2.3 Importance de la voie Wnt/-caténine 
Les cellules souches sont depuis déjà quelques années soupçonnées d’être à l’origine 
du cancer colorectal (Barker et al., 2009; Zhu et al., 2009). En effet, les adénomes murins 
présentent une expansion des cellules souches, plus spécifiquement des cellules positives 
pour LGR5 (Schepers et al., 2012). Comme la voie Wnt/-caténine est essentielle au 
maintien et à la prolifération des cellules souches intestinales. (Kretzschmar and Clevers, 
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2017; Sato et al., 2011), cela suggère fortement que la voie Wnt/-caténine est très 
importante pour l’initiation des adénomes colorectaux.  
D’abord, l’activation aberrante de la signalisation -caténine est responsable du 
développement de près de 90% de tous les cancers colorectaux. En effet, dans la vaste 
majorité des cas, c’est une mutation inactivatrice dans le gène suppresseur de tumeur APC 
qui est responsable et dans les autres cas, c’est une mutation activatrice dans le gène qui code 
pour la -caténine, CTNNB1 (Giles et al., 2003). Nos connaissances sur le développement 
du cancer colorectal ont beaucoup progressé grâce au modèle murin ApcMin/+. En effet, 
l’allèle ApcMin code pour une protéine tronquée de sa partie carboxy-terminale, qui ne peut 
alors ni se lier aux microtubules, ni participer à la dégradation de la β-caténine (Su et al., 
1992). La protéine ainsi générée n’est donc pas fonctionnelle ni dans son rôle de régulateur 
de la voie Wnt/-caténine, ni dans son rôle de régulateur du fuseau mitotique durant la 
mitose, et donc du maintien de la stabilité du génome (Munemitsu et al., 1994; Smith et al., 
1994). Ces souris développent donc de nombreux polypes ou adénomes, surtout dans 
l’intestin grêle mais aussi dans le côlon. C’est ce phénotype qui leur a valu le nom MIN 
(Multiple Intestinal Neoplasia) (Moser et al., 1995; Su et al., 1992). Les souris hétérozygotes 
pour ApcMin/+ présentent une instabilité chromosomique et certains évènements génétiques 
surviennent menant à la perte de l’allèle sauvage de Apc, ce qui engendre la formation des 
polypes mentionnés plus tôt. Il s’agit là du phénomène de perte d’hétérozygotie ou LOH 
(loss of heterozygocity). Donc, à elle seule, l’absence des deux allèles de Apc engendre la 
formation de nombreux adénomes bénins, aussi appelés polypes, appuyant l’implication de 
la voie Wnt/-caténine dans l’initiation de la carcinogénèse colorectale.  
De manière intéressante, la voie Wnt/-caténine n’est cependant pas seulement 
impliquée dans l’initiation de la carcinogénèse colorectale, mais aussi dans la progression 
des tumeurs. En effet, cette voie de signalisation régule aussi des processus nécessaires à 
l’invasion et la formation de métastases, notamment la migration cellulaire (Hankey et al., 
2018). Plus précisément, la signalisation Wnt/-caténine est connue pour réguler 
l’expression de différents gènes cibles qui peuvent être impliqués dans la migration et 
l’invasion des cellules cancéreuses dont notamment des gènes codant pour des enzymes de 
remodelage de la matrice extracellulaire telles que MMP7 (matrix metalloproteinase 7) et 
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ADAM10, et des récepteurs d’adhésion tels que L1-CAM et CD44 (cluster of differentiation 
44) (Brabletz et al., 1999; Gavert et al., 2007; Wielenga et al., 1999). D’ailleurs, il a été 
montré qu’un variant de CD44, CD44v6, était exprimé dans les cellules souches cancéreuses, 
ce qui augmentait leurs capacités invasive et migratoire (Todaro et al., 2014). De plus, il a 
été mis en évidence que l’expression nucléaire de la -caténine était modulée avec la 
progression tumorale. En effet, il a été montré que la -caténine nucléaire était plus 
abondante dans les tumeurs indifférenciées et invasives que dans les tumeurs différenciées 
(Brabletz et al., 2001). De la même façon, une simple restauration de l’expression de la 
-caténine est suffisante pour retrouver une morphologie épithéliale presque normale et ce, 
même en présence des mutations TP53 et KRAS (Dow et al., 2015). Il a également été observé 
qu’une diminution de la signalisation -caténine chez les souris ApcMin/+ par l’utilisation d’un 
antagoniste du complexe -caténine/TCF4 avait un effet anti-tumoral (Fang et al., 2016; 
Jaeckel et al., 2018). Ainsi, plusieurs preuves appuient le fait que la signalisation 
Wnt/-caténine est essentielle non seulement pour l’initiation de la carcinogénèse 
colorectale, mais également pour sa progression des tumeurs. 
 
SECTION 3.2 : LES MALADIES INFLAMMATOIRES INTESTINALES 
3.2.1 Généralités 
Il existe deux formes prédominantes de maladies inflammatoires intestinales (MII): 
la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn. La colite ulcéreuse est normalement caractérisée 
par une inflammation superficielle du rectum qui s’étend vers le côlon, tandis que la maladie 
de Crohn est une inflammation transmurale qui affecte n’importe quelle région du tractus 
gastrointestinal, avec une prédominance dans l’iléon (Yu and Rodriguez, 2017; Zhang and 
Li, 2014). Ces deux types d’inflammation sont également distinguables par des aspects 
phénotypiques. Par exemple, dans la colite ulcéreuse, une réduction de la production de 
mucines est observée. À l’inverse, dans la maladie de Crohn, une augmentation de la 
production de mucus est notée (Dorofeyev et al., 2013). Aussi, chez les patients atteints de 
la maladie de Crohn, un durcissement des tissus dû à une fibrose est observé (Georges et al., 
2007; Rieder et al., 2007). Tout de même, dans les deux cas, les patients atteints 
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d’inflammation intestinale vont souffrir des douleurs abdominales, de diarrhée et de 
saignements rectaux (Yu and Rodriguez, 2017).  
3.2.2 Causes de la maladie 
Les MII sont des maladies dont l’apparition et le développement sont influencés par 
une multitude de facteurs. De plus, bien qu’il y ait des prédispositions génétiques connues et 
que des facteurs environnementaux y soient fortement associés (diète, tabagisme, stress, 
géographie, etc.), la cause réelle des MII reste difficile à cerner (Zhang and Li, 2014).  
Plusieurs gènes de prédisposition ont été identifiés dans des analyses génomiques à 
grande échelle. C’est entre autres le cas de NOD2 (nucleotide-binding oligomerization 
domain-containing 2), un récepteur intracellulaire qui reconnait des sous-produits bactériens. 
Un variant de ce gène a été associé à la maladie de Crohn; la mutation retrouvée entraine la 
formation d’une protéine tronquée qui active de façon aberrante la signalisation NF-B 
(Nuclear factor kappa-B kinase), et donc une réponse pro-inflammatoire exagérée (Hugot et 
al., 2001; Ogura et al., 2001). Un autre gène identifié comme étant important dans le 
développement de l’inflammation intestinale est le gène ATG16L1 (autophagy related 16-
like 1). Celui-ci code pour ATG16L1, une protéine impliquée dans l’autophagie, un 
processus cellulaire par lequel les cellules dégradent des macromolécules et des organites 
cellulaires superflues. C’est également un processus cellulaire qui est impliqué dans la 
dégradation des pathogènes invasifs (bactéries et virus) modulant ainsi la résistance aux 
infections (Siqueira et al., 2018). Plusieurs études ont montré que des mutations dans le gène 
ATG16L1 sont associées avec un risque élevé de développement de la maladie de Crohn 
(Hampe et al., 2007; Rioux et al., 2007). En fait, la mutation T300A de ce gène réduit 
considérablement l’activité autophagique ce qui affaiblit ainsi la défense cellulaire contre les 
bactéries. De manière intéressante, chez des souris knock-in pour le variant ATG16L1 
T300A, la signalisation des TLRs (Toll like receptors) est augmentée de même que celle de 
l’IL-1 (Lassen et al., 2014; Saitoh et al., 2008).  
En 2009, une étude clinique réalisée chez des patients japonais a identifié deux 
polymorphismes dans le gène PTPN11, le gène codant pour SHP2 (Src homology region 2 
domain-containing phosphatase 2), une phosphatase très similaire à SHP1. Ces 
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polymorphismes ont été montrés comme étant fortement associés à une susceptibilité accrue 
à développer une colite ulcéreuse (Narumi 2009). L’équipe de la Pre Rivard a démontré que 
l’expression de SHP2 était fortement diminuée la muqueuse de patients souffrant de colite 
ulcéreuse et de la maladie de Crohn. De plus, des souris knockout pour l’expression de SHP2 
uniquement dans l’épithélium intestinal, développent spontanément une colite ulcéreuse un 
mois après leur naissance (Coulombe et al., 2013; Yamashita et al., 2014). Les analyses 
histologiques ont montré une baisse importante du nombre de cellules caliciformes avant 
l’apparition du phénotype inflammatoire, ainsi qu’une dysbiose (Coulombe et al., 2013, 
2016), tel qu’observé chez les patients souffrant de colite (Hansen et al., 2010).  
Les quelques études discutées plus haut indiquent que l’altération de gènes contrôlant 
différents processus cellulaires, peuvent mener au développement de l’inflammation ou à 
augmenter la susceptibilité à développer une MII. Hormis les facteurs génétiques, il existe 
également plusieurs facteurs environnementaux qui influencent le développement de ce type 
de pathologies. C’est notamment le cas du tabagisme reconnu pour être un des facteurs les 
plus importants. Effectivement, il a déjà été montré que les patients atteints de la maladie de 
Crohn qui fument ont un taux de rechutes de la maladie beaucoup plus important que les 
patients qui arrêtent de fumer ou qui n’ont jamais fumé (Nunes et al., 2016). En fait, il a été 
mis en évidence que le tabagisme pourrait nuire à l’autophagie dans les macrophages, ce qui 
pourrait expliquer son impact sur les MII (Monick et al., 2010). Un autre facteur important 
dans le développement des MII est la diète, particulièrement la diète riche en gras. En effet, 
la consommation de lipides saturés amène une accumulation et une activation des 
macrophages, ce qui augmente la libération de cytokines pro-inflammatoires (Weisberg et 
al., 2003). Ensemble, tous ces différents facteurs, environnementaux ou génétiques, viennent 
perturber l’homéostasie intestinale, menant à une réponse immunitaire exagérée et à 
l’inflammation. 
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4. La tyrosine phosphatase SHP1 
 
SECTION 4.1 : GÉNÉRALITÉS 
4.1.1 Similitudes et différences avec SHP2 
SHP1, pour Src homology region 2 domain-containing phosphatase 1, est, comme 
son nom l’indique, une tyrosine phosphatase. Cette phosphatase, avec SHP2, sont les deux 
seules tyrosine phosphatases non-transmembranaires à avoir deux domaines SH2 en tandem, 
en N-terminal. Ces deux phosphatases possèdent d’ailleurs 59% d’identité de séquence 
(Poole and Jones, 2005), ce qui leur confère donc une structure très similaire. En effet, 
comme la Fig. 4A le montre, ces deux phosphatases sont composées des trois régions 
principales : deux domaines SH2 en N-terminal, suivis du domaine catalytique phosphatase, 
puis d’une queue C-terminale. La queue C-terminale est la région la plus variable entre SHP1 
et SHP2. En effet, chez SHP1, cette région comprend trois sites de phosphorylations 
régulateurs de son activité et un signal de localisation nucléaire (NLS). SHP2 possède les 
trois mêmes sites de phosphorylation, en plus d’en avoir un quatrième, mais la différence 
majeure vient de l’absence du NLS et de la présence d’une région riche en proline dans la 
queue C-terminale de SHP2 (Craggs and Kellie, 2001; Poole and Jones, 2005; Yang et al., 
2002). 
Malgré leur grande similitude, les phénotypes associés à la perte d’expression de 
SHP1 ou de SHP2 sont très distincts. En effet, un modèle génétique de délétion de SHP2 
entraine la mort in utero des souriceaux dû à des problèmes de développement (Saxton et al., 
1997), tandis que les deux modèles murins ayant chacun une mutation de SHP1, soit les 
souris Motheaten (me/me) et Motheaten viable (mev/mev), vont mourir en raison d’une 
déficience immunitaire vers l’âge de 2-3 semaines ou 9-12 semaines respectivement (Green 
and Shultz, 1975). Il en est ainsi puisque ces deux phosphatases opèrent différemment. En 
effet, SHP2 est d’abord une protéine exprimée de manière ubiquitaire, tandis que SHP1 est 
très fortement exprimée dans les cellules d’origine hématopoïétique et également à de plus 
faibles niveaux dans les épithéliums (Feng et al., 1993; Lorenz, 2009; Yi et al., 1992). De 
plus, bien que SHP1 et SHP2 soient capables de réguler des molécules de signalisation 
similaires, notamment les kinases Src, JAK2 (janus-associated kinase 2) et le facteur de 
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transcription STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) (Li et al., 2015; Wu 
et al., 2003a; Zhang et al., 2009), ces deux phosphatases sont plus connues comme ayant des 
cibles et des effets distincts. Effectivement, SHP2 est connu comme étant un régulateur 
positif de voie de signalisation, notamment la voie ERK/MAPK (Agazie and Hayman, 2003; 
Montagner et al., 2005) par la déphosphorylation de régulateurs négatifs tels que Sprouty2 
(Jarvis et al., 2006). Au contraire, SHP1 est mieux caractérisé comme étant un inhibiteur de 
signalisation, notamment dans la signalisation en aval des récepteurs des cellules B et T 
(BCR et TCR), de même que de la signalisation en aval des récepteurs de différents facteurs 
de croissance (EGF, CSF-1 (colony stimulating factor 1), insuline) (Chen et al., 1996; Dubois 
et al., 2006; Tenev et al., 1997).  
 
Figure 4. Structure de la tyrosine phosphatase SHP1. 
A. SHP1 est composé de deux domaines SH2 en tandem en N-terminal, suivi d’un domaine 
catalytique phosphatase puis d’une queue C-terminale. Cette dernière région contient 3 sites 
de phosphorylation importants pour réguler son activité. De plus, un signal de localisation 
nucléaire (NLS) est situé à l’extrémité C-terminale. B. En condition basale, la protéine SHP1 
est repliée sur elle-même où le domaine N-SH2 interagit avec le domaine phosphatase, ce 
qui rend la protéine inactive. Suivant l’engagement des domaines SH2, la protéine se déplie 
et le domaine phosphatase est libéré, activant la protéine. 
A
NLS
Y536 Y564 S591
Domaine catalytique
B
Domaine catalytique
Substrat
pY
SH2SH2 Domaine catalytique
23 
 
4.1.2 Régulation 
Bien que la régulation de SHP1 ne soit pas totalement comprise, il est connu que cette 
phosphatase puisse être régulée à plusieurs niveaux. D’abord, l’aspect principal de la 
régulation de SHP1 se fait sur son activité. En effet, à l’état basal, SHP1 présente une 
conformation refermée où son domaine SH2 le plus en N-terminal (le domaine N-SH2) vient 
obstruer le site catalytique du domaine phosphatase de SHP1 grâce à des liaisons 
intramoléculaires dont des ponts hydrogènes (Fig 4B) (Yang et al., 2003). Suivant 
l’engagement des domaines SH2 avec ses activateurs phosphorylés sur tyrosine, des 
changements de conformation libèrent le domaine catalytique phosphatase, laissant ainsi 
SHP1 pleinement active (Fig. 4B) (Wang et al., 2011; Yang et al., 2003). 
Il existe également une régulation post-traductionnelle de SHP1 qui passe notamment 
par différentes phosphorylations. Plus précisément, les sites de phosphorylations ayant un 
rôle dans la régulation de SHP1 se situent tous dans la queue C-terminale. D’abord, il est 
connu que suivant l’activation de RTKs, SHP1 est phosphorylé sur les tyrosines 536 et 564 
par des membres de la famille de Src (SKFs), ce qui permet d’augmenter son activité 
phosphatase (Zhang et al., 2003). En effet, lorsque la SKF LYN phosphoryle SHP1 sur sa 
tyrosine 536, l’activité phosphatase est augmentée. Par contre, une observation intéressante 
qui a été faite indique que suivant une phosphorylation de SHP1 par la SKF FYN, il y a 
inhibition de SHP1 due à une phosphorylation d’un autre site, soit la sérine 591 (Mkaddem 
et al., 2017). En effet, il a déjà été montré que la sérine 591 est une phosphorylation 
inhibitrice pouvant être effectuée par entre autres la protéine kinase C (PKC) (Jones et al., 
2004; Liu et al., 2007). De plus, ce site de phosphorylation est situé dans le NLS de SHP1 et 
par conséquent, lorsque la sérine 591 est phosphorylée, la localisation nucléaire de SHP1 est 
compromise (Liu et al., 2007). Ainsi, non seulement la sérine 591 est régulatrice de l’activité 
de SHP1, mais en plus contribue à réguler sa localisation cellulaire. 
Finalement, bien que ce soit peu étudié, un autre élément de régulation de SHP1 passe 
par sa transcription. Il faut d’abord savoir que le gène qui code pour SHP1 (PTPN6) possède 
deux promoteurs nommés P1 et P2. Pendant longtemps, il a été assumé que le promoteur P1 
était seulement actif dans les cellules épithéliales, tandis que le promoteur P2 était actif dans 
les cellules d’origine hématopoïétique (Banville et al., 1995). La différence majeure dans les 
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transcrits et protéines générées à partir de ces promoteurs alternatifs se situe dans le 5’-UTR 
et dans les premiers acides aminés. En effet, le promoteur P1 génère une protéine qui 
commence par Met-Leu-Ser-Arg-Gly alors que la protéine issue du promoteur P2 débute par 
Met-Val-Arg. Autrement, le reste de la protéine est complètement identique (Banville et al., 
1995; Tsui et al., 2002). Plus récemment, des études ont montré que l’activation de ces deux 
promoteurs n’était pas si exclusive à un type cellulaire, mais que les deux transcrits étaient 
retrouvés tant dans les cellules épithéliales que les cellules d’origine hématopoïétique (Evren 
et al., 2013; Tsui et al., 2002). De façon intéressante, plusieurs études ont montré que les 
promoteurs P1 et P2 pouvaient être activés par différents acteurs. Notamment, le promoteur 
P1 pourrait être activé par les facteurs de transcription NF-B et USF1/2 (upstream 
stimulatory factors 1 and 2) (Tsui et al., 2002) et le promoteur P2 par le facteur de 
transcription à domaine ETS PU.1 (Wlodarski et al., 2007) de même que par SP1, OCT-1, 
NF-B et CREB-1 (CAMP responsive element binding protein 1) (Nakase et al., 2009). 
 
SECTION 4.2 : SHP1 : UN SUPPRESSEUR DE TUMEUR  
4.2.1 Cellules d’origine hématopoïétique 
SHP1 est très grandement étudiée dans les cellules d’origine hématopoïétique où elle 
est fortement exprimée (Yi et al., 1992). Étant un régulateur négatif de plusieurs voies de 
signalisation, la régulation de SHP1 est importante pour prévenir l’hyperactivation cellulaire 
et maintenir l’homéostasie. Par exemple, la perte de SHP1 permet la persistance de signaux 
de signalisation dont la signalisation JAK/STAT3 et la signalisation en aval de IL-2R, ce qui 
engendre la transformation oncogénique des cellules hématopoïétiques (Han et al., 2006a; 
Zhang et al., 2000b). 
Il a été rapporté que le gène PTPN6 codant pour SHP1 est hyperméthylé dans 
plusieurs types de leucémie et de lymphomes, ce qui corrèle avec une perte d’expression de 
la protéine SHP1 (Han et al., 2006a; Koyama et al., 2003; Li et al., 2014; Oka et al., 2002; 
Uhm et al., 2009; Zhang et al., 2000b). De plus, la méthylation aberrante du promoteur de 
PTPN6 est considérée comme un signe de progression tumorale (Koyama et al., 2003; Li et 
al., 2014), et est associée à une augmentation de la résistance à certains traitements comme 
c’est le cas pour l’Imatinib utilisé pour traiter des patients atteints de leucémie myéloïde 
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chronique (Esposito et al., 2011). De façon intéressante, une étude a déjà montré que la 
méthylation du promoteur de SHP1 dans certains lymphomes serait dépendante de 
l’hyperactivation de STAT3 (Zhang et al., 2005). En fait, lorsqu’on force la réexpression de 
SHP1 dans des cellules tumorales issues de leucémies ou de lymphomes, leur croissance est 
inhibée et leur différenciation est même promue dans certains cas (Al-Jamal et al., 2015; 
Bruecher-Encke et al., 2001; Koyama et al., 2003). Ces résultats indiquent donc que la perte 
d’expression de SHP1 est un évènement important pour le développement tumoral d’origine 
hématopoïétique.  
4.2.2 Cancers du système digestif 
SHP1 est également reconnue comme étant une protéine suppressive de tumeur dans 
des cancers affectant différents organes du système digestif. C’est notamment le cas du 
cancer du foie, un organe annexe au tube digestif. D’abord, dans les hépatocarcinomes, 
l’expression de SHP1 est significativement réduite dans les tumeurs en comparaison avec le 
tissu sain adjacent, en raison de l’hyperméthylation du promoteur de SHP1. De plus, la seule 
délétion de SHP1 dans les hépatocytes est suffisante pour induire à 11 mois la formation de 
tumeurs chez 100% des individus (Wen et al., 2018). Aussi, la réduction d’expression de 
SHP1 par siARN permet d’augmenter la croissance de lignées d’hépatocarcinome, tandis 
que la surexpression de SHP1 dans ces cellules altère leur prolifération et leur potentiel 
tumoral chez la souris nue (Fan et al., 2015a; Wen et al., 2018). De la même façon, 
l’utilisation d’activateurs pharmacologiques de SHP1, le Sorafenib et/ou le SC-43, permet 
de réduire la taille des tumeurs hépatiques chez les souris, et augmente leur survie (Chao et 
al., 2016).  
SHP1 semble également impliqué dans le cancer gastrique, où encore une fois, son 
expression est diminuée dans les tissus cancéreux suivant une méthylation aberrante de son 
promoteur (Bernal et al., 2008; Joo et al., 2016; Ksiaa et al., 2009). Une étude récente a 
d’ailleurs mis en lumière que la méthylation du promoteur de PTPN6 dans le cancer gastrique 
pouvait être la conséquence d’une infection avec la bactérie Helicobacter pylori (Saju et al., 
2016). Bien que ce soit moins bien caractérisé, le promoteur de SHP1 semble aussi être 
méthylé dans le cancer colorectal (Xiong et al., 2009). De façon intéressante, il a été montré 
que dans différentes lignées cellulaires épithéliales de carcinome gastrique et colorectal, la 
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réexpression ou l’activation de SHP1 réduit la prolifération cellulaire, de même que la 
migration et capacité d’invasion de ces cellules, en plus de diminuer la formation de 
métastases in vivo. Encore une fois, cet effet passerait par l’inhibition de la voie 
JAK2/STAT3, connue pour être directement régulée par SHP1 (Fan et al., 2016; Han et al., 
2006b; Joo et al., 2016; Wu et al., 2003a). De plus, il existe une panoplie de composés 
proposés pour combattre les cancers gastriques et colorectaux en causant l’activation de 
SHP1, ce qui permet d’inhiber le niveau d’activation de la voie JAK/STAT3. Parmi ceux-ci 
figurent notamment le Regorafenib et ses dérivés, le SC-43 et le SC-78 (Chung et al., 2018; 
Fan et al., 2014, 2015b; Joo et al., 2015; Koh et al., 2018; Song et al., 2017; Zhang et al., 
2018). 
 
SECTION 4.3 : SHP1 ET INFLAMMATION 
Il n’est pas étonnant que SHP1 soit impliqué dans le développement d’inflammation 
puisque cette phosphatase est fortement exprimée dans les cellules d’origine 
hématopoïétique, en plus d’être responsable de terminer la signalisation de plusieurs 
récepteurs à antigènes, à cytokines et à chimiokines dont le récepteur des cellules T et B 
(TCR et BCR), les récepteurs de mort (Death receptor), les récepteurs des 
interleukines-1, -4, etc. (Burshtyn et al., 2000; Croker et al., 2011; Cyster and Goodnow, 
1995; Daigle et al., 2002; Fu et al., 2013; Kashiwada et al., 2001; Khalil et al., 2012; Kim et 
al., 1999). 
4.3.1 Modèles Motheaten et Motheaten viable 
Les premières évidences d’un rôle majeur pour SHP1 dans le développement 
d’inflammation proviennent de la découverte de modèles murins qui possèdent une mutation 
inactivatrice dans le gène Ptpn6 (Tsui et al., 1993). Il y a d’abord les souris Motheaten qui 
ont une mutation dans le domaine N-SH2 générant une protéine tronquée sans aucune activité 
catalytique. Ces souris ont une espérance de vie d’environ 2-3 semaines. Ensuite, il y a les 
souris Motheaten viable qui, quant à elles, survivent jusqu’à 9-12 semaines puisque celles-
ci présentent une mutation dans le site catalytique de SHP1, ce qui laisse une activité 
phosphatase résiduelle de 10-20% (Tsui et al., 2006). Ces deux modèles de souris vont tout 
de même arborer un phénotype similaire, soit un retard important de croissance et le 
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développement rapide d’une inflammation chronique et d’une auto-immunité. Plus 
précisément, ces souris vont souffrir de dermatite affectant tant la peau que les pattes, et de 
glomérulonéphrite. De plus, elles vont souffrir d’infections récurrentes et vont finalement 
développer une pneumonie hémorragique qui entraine leur décès prématuré (Green and 
Shultz, 1975; Tsui et al., 2006). Des études plus poussées ont montré que les réactions auto-
immunes et inflammatoires retrouvées dans ces deux modèles de souris sont dues à une 
suractivation des cellules d’origine hématopoïétique suivant la perte de SHP1 (Zhang et al., 
2000a). 
4.3.2 Contribution de SHP1 dans l’inflammation 
Compte tenu du phénotype des souris Motheaten, SHP1 s’est rapidement placé 
comme étant un acteur crucial dans la régulation de la signalisation inflammatoire. Ainsi, 
afin de mieux comprendre la complexité de ce modèle murin, plusieurs équipes de recherche 
se sont intéressées à évaluer la contribution de SHP1 dans différents types cellulaires. 
D’abord, il est bien connu que SHP1 est recruté pour terminer la signalisation du BCR et du 
TCR lorsque ceux-ci sont activés (Cyster and Goodnow, 1995; Fu et al., 2013; Khalil et al., 
2012). Plus précisément, la délétion de SHP1 seulement dans les cellules B a permis de 
montrer que ces cellules étaient responsables du développement de l’auto-immunité observée 
chez les souris Motheaten, mais en aucun cas de l’inflammation, puisque SHP1 régule le 
développement et la sélection des cellules B (Alsadeq et al., 2014; Pao et al., 2007). De la 
même façon, la perte de SHP1 dans les cellules dendritiques, impliquées dans l’immunité 
adaptative et dans la tolérance du soi, entraine le développement de lymphadénopathie et de 
splénomégalie. En effet, les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigènes 
aux cellules T CD4+ naïves, ce qui entraine la différenciation de ces dernières. Cependant, 
la délétion de SHP1 dans les cellules dendritiques entraine une perte de détection du soi et 
ainsi, les souris développent des anticorps ciblant notamment les noyaux. La délétion de 
SHP1 dans les cellules dendritiques entraine donc également un phénotype d’auto-immunité 
(Abram et al., 2013). Par contre, de façon étonnante, la délétion spécifique de SHP1 dans les 
thymocytes (cellules CD4+) restreint la survie de ceux-ci, empêchant ainsi d’avoir des 
cellules T fonctionnelles (Martinez et al., 2016). Enfin, le croisement de souris Motheaten 
avec des souris Rag1-/- (recombination activating gene 1) ou Prkdcscid (protein kinase, DNA-
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activated, catalytic subunit/severe combined immunodeficiency) indique que même en 
absence de recombinaison VDJ, et donc en absence de lymphocytes actifs, le phénotype 
Motheaen est maintenu. Cette étude a donc validé que les cellules B et les cellules T ne 
contribuent pas au phénotype des souris Motheaten, outre l’apparition d’auto-immunité. 
(Dominique and Francis, 1995; Yu et al., 1996). 
Ensuite, il a été observé que la délétion de SHP1 dans les neutrophiles engendre chez 
les souris une inflammation au niveau des pattes, en plus de présenter une légère infiltration 
de cellules immunitaires dans les poumons, ce qui mime une partie du phénotype des souris 
Motheaten (Abram et al., 2013). En fait, SHP1 a été montrée pour réguler l’apoptose des 
neutrophiles. Effectivement, une réduction de l’activité de SHP1 entraine une augmentation 
de la survie de ce type de cellules (Yousefi and Simon, 2003). Et pour cause, SHP1 est 
capable de lier, chez les neutrophiles, les récepteurs de mort (Death receptors) dont Fas, 
suivant leur activation, ce qui permet de limiter la signalisation anti-apoptotique (Daigle et 
al., 2002). C’est donc sans surprise que les souris Motheaten ont une grande quantité de 
neutrophiles circulants, en plus d’en retrouver dans les poumons et les régions inflammées 
de la peau (Shultz et al., 1984). De plus, SHP1 est connu pour réguler la production d’IL-1 
par les neutrophiles, une cytokine pro-inflammatoire. Ainsi, dans les neutrophiles où SHP1 
est absente, une boucle de contrôle positif est engendrée où l’IL-1 stimule la production de 
pro-IL-1 ce qui vient alimenter le phénotype inflammatoire observé (Croker et al., 2011). 
Hormis les évidences pour une rôle crucial de SHP1 dans les cellules d’origine 
hématopoïétique, SHP1 semble également impliqué dans l’inflammation d’autres tissus. 
C’est notamment le cas des poumons où la régulation de la signalisation de l’IL-4 et IL-13 
semble dépendre de SHP1, et qui semble impliqué dans de développement d’inflammation 
pulmonaire chez les souris Motheaten (Oh et al., 2009). Au niveau intestinal, SHP1 semble 
aussi important pour contrer l’apparition de maladies inflammatoires intestinales. En effet, 
récemment, une étude a mis en évidence une corrélation positive entre la présence de deux 
SNPs (single-nucleotides polymorphisms) dans le gène PTPN6 et des patients atteints de la 
maladie de Crohn (Bouzid et al., 2013). De plus, il a aussi été montré que l’expression de 
SHP1 est significativement plus basse dans les tissus de patient atteints de colite ulcéreuse 
et de maladie de Crohn, en comparaison avec les tissus sains. SHP1 a donc été même 
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suggérée pour être un facteur de susceptibilité pour les maladies inflammatoires intestinales 
(Christophi et al., 2012). 
Bref, bien que ces différentes études aient augmenté notre compréhension du rôle de 
SHP1 dans différents types cellulaires, aucune n’a permis de reconstituer le phénotype des 
souris Motheaten indiquant que ce phénotype est dû à une combinaison complexe d’effets 
accumulés de la baisse d’activation de SHP1 dans différents types cellulaires et organes.  
 
SECTION 4.4 : SHP1 DANS L’ÉPITHÉLIUM INTESTINAL 
Peu de choses sont connues concernant le rôle de SHP1 dans l’intestin et encore 
moins sur son rôle dans le maintien de l’homéostasie de l’épithélium intestinal. Depuis 
quelques années, notre laboratoire s’y est intéressé et a mis en lumière quelques évidences 
qui suggèrent un rôle important pour SHP1 dans l’épithélium intestinal. 
D’abord, il a été montré que la protéine SHP1 était bel et bien exprimée dans 
l’épithélium intestinal avec une expression majoritairement nucléaire. Ces observations ont 
été réalisées sur des coupes de jéjunum et de côlon fœtal humain, dans différentes lignées 
cellulaires colorectales normales (IEC-6 et HIEC) ou cancéreuses (Caco-2/15) et dans le 
jéjunum murin adulte (Duchesne et al., 2003; Leblanc et al., 2017). De façon intéressante, il 
a été noté que l’expression de SHP1 était plus importante dans les cellules différenciées de 
la villosité, tant chez le fœtus humain que chez la souris adulte. En fait, par l’utilisation du 
modèle Caco-2/15, capable de se différencier après la confluence, il a été montré que l’arrêt 
du cycle cellulaire et la différenciation corrèle avec une augmentation significative de 
l’expression de SHP1 (Duchesne et al., 2003). Ainsi, ces résultats suggèrent que SHP1 
pourrait être impliqué dans le contrôle négatif de la prolifération et/ou de la différenciation 
des cellules épithéliales intestinales. 
Le rôle de SHP1 sur la différenciation des CEIs a été évalué dans un modèle murin 
invalidé pour SHP1 spécifiquement dans l’épithélium intestinal (Shp1CEI-KO) que j’ai généré 
pendant mes études de maîtrise. Les souris déficientes pour l’expression de SHP1 dans 
l’épithélium intestinal démontrent effectivement des altérations dans la différenciation des 
différents types cellulaires de l’épithélium. Notamment, il a été montré que la perte 
d’expression de SHP1 favorise l’expansion des cellules caliciformes et de Paneth, au 
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détriment des cellules entéroendocrines et des entérocytes absorbants. Cependant, les 
cellules de Paneth atteignent difficilement le niveau terminal de leur différenciation (Leblanc 
et al., 2017). Une autre observation intéressante a permis de mettre en lumière que 
l’expression de SHP1 est importante pour le maintien de l’homéostasie de l’épithélium 
intestinal. En effet, les souris Shp1CEI-KO présentent une intestinalomégalie caractérisée par 
une augmentation de la longueur et du poids de l’intestin grêle, en plus d’afficher une 
hypertrophie cellulaire et un épaississement de la musculeuse, sans toutefois présenter de 
fibrose (Leblanc et al., 2017). Ce phénotype a été associé à l’hyperactivation de la voie de 
signalisation PI3K/AKT/S6 qui est observée dans les cellules épithéliales intestinales isolées 
de la souris Shp1CEI-KO (Leblanc, 2015; Leblanc et al., 2017) et qui ressemble au phénotype 
observé chez les souris PtenCEI-KO (Langlois et al., 2009). 
L’implication de SHP1 sur le contrôle de la prolifération a également été évaluée. 
Dans un premier temps, des études in vivo ont mis en lumière que la perte de SHP1 dans les 
cellules épithéliales intestinales augmente légèrement mais significativement le nombre de 
cellules prolifératives dans la crypte intestinale (Leblanc et al., 2017). Ces résultats sont en 
accord avec des résultats précédents obtenus dans une lignée épithéliale intestinale normale 
(HIEC) et qui ont montré que l’expression ectopique de SHP1 réduit l’expression de gènes 
cibles associés à la progression du cycle cellulaire, soient les gènes DHFR (dihydrofolate 
réductase), MYC (c-myc) et CCND1 (cycline D1) (Duchesne et al., 2003). À noter que les 
gènes MYC et CCND1 sont des gènes aussi connus pour être activés par le complexe 
-caténine/TCF4 (He et al., 1998; Tetsu and McCormick, 1999). L’impact de SHP1 sur 
l’activité transcriptionnelle du complexe -caténine/TCF4 a ainsi été questionnée. Par essai 
luciférase, en utilisant le gène rapporteur TOPFLASH, il a été montré que la surexpression 
de SHP1 réduit l’activité transcriptionnelle du complexe -caténine/TCF4 et que cet effet est 
dépendant de son activité phosphatase (Duchesne et al., 2003). De façon intéressante, il a été 
montré que SHP1 n’interfère pas avec la liaison de ce complexe à l’ADN. Par contre, SHP1 
lie la -caténine directement et la déphosphoryle sur ses résidus tyrosines 86 et 654, des 
résidus qui étaient connus pour être importants pour son activité transcriptionnelle 
(Duchesne et al., 2003; Simoneau et al., 2011). En effet, l’expression de mutants non-
phosphorylables de la -caténine réduit l’activité transcriptionnelle du complexe 
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-caténine/TCF4. De plus, il a été montré que chez les souris Motheaten et chez les souris 
Shp1CEI-KO que la perte d’expression de SHP1 entraine une augmentation de l’expression 
protéique de la -caténine dans l’épithélium intestinal (Leblanc, 2015; Simoneau et al., 
2011). Aussi, in cellulo, la surexpression de SHP1 diminue la stabilité de la -caténine 
(Simoneau et al., 2011). En bref, ces différentes études ont permis de suggérer pour la 
première fois que la phosphatase SHP1 était probablement un régulateur négatif de la 
-caténine dans les cellules épithéliales intestinales. 
 
5. Hypothèse et objectifs 
 
SHP1 est une tyrosine phosphatase connue comme étant un régulateur négatif de 
plusieurs voies de signalisation, dont JAK/STAT3, PI3K/AKT, de même que la signalisation 
en aval du BCR, du TCR et de nombreux récepteurs à cytokines et chimiokines (Croker et 
al., 2011; Cyster and Goodnow, 1995; Han et al., 2006b; Kashiwada et al., 2001; Khalil et 
al., 2012; Kim et al., 1999; Leblanc et al., 2017; Wu et al., 2003a). Notamment, cette 
phosphatase est connue pour réguler la prolifération et l’activation de cellules d’origine 
hématopoïétique, où elle est fortement exprimée et largement étudiée (Lorenz, 2009; Yi et 
al., 1992). Bien que SHP1 soit exprimée dans différents épithéliums, dont l’épithélium 
intestinal, son rôle y reste moins bien défini, bien que quelques études réalisées par notre 
laboratoire ont déjà montré que SHP1 régularisait in vitro le niveau d’expression de la 
-caténine et également le maintien de l’homéostasie générale de l’intestin in vivo (Duchesne 
et al., 2003; Leblanc, 2015; Simoneau et al., 2011). 
L’objectif principal de mes travaux de recherche de doctorat était donc de mieux 
caractériser les mécanismes d’action moléculaires de SHP1 dans le contrôle de l’homéostasie 
épithéliale intestinale. Mon hypothèse de recherche était qu’en contrôlant négativement le 
niveau d’activation des voies de signalisation PI3K/AKT et Wnt/-caténine, SHP1 module 
des processus cellulaires cruciaux pour le maintien de l’homéostasie tels que la synthèse 
protéique et l’activité des cellules souches. Par conséquent, SHP1 est aussi impliqué dans le 
développement de pathologies intestinales telles que le cancer colorectal et l’inflammation 
intestinale. 
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Mon premier objectif pour répondre à cette hypothèse était de vérifier le rôle de SHP1 
sur le contrôle de la synthèse protéique et sur l’activité des cellules souches intestinales.  
Mon second objectif visait à déterminer l’impact de la perte de SHP1 sur le 
développement et la progression du cancer colorectal, mais aussi sur le développement de 
l’inflammation intestinale. 
Mon dernier objectif visait à mieux comprendre la régulation de l’expression de la 
phosphatase SHP1 dans les cellules épithéliales intestinales.  
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II. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
1. Matériel 
 
1.1 ANTICORPS 
Les anticorps contre SHP1 (C-19), Mek (N-20), Lamine B (M-20), la pompe Na+/K+ 
(H-300), ribosomal protein S6 (C-8), ERK (C-14) et SHP2 (C-18) viennent de chez Santa 
Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA, É.-U.). Les anticorps contre -actine (clone 4) et 
-puromycine (clone 12D10) ont été achetés chez EMD Millipore (Etobicoke, ON, Canada). 
Les anticorps contre eEF2 (2332), contre phospho-eEF2 T57 (2331), phospho-rpS6 
S235/236 (2211), -caténine active (8814), phospho-GSK3 (9323), OLFM4 (D6Y5A), 
c-CBL (8447) et phospho--caténine S552 (9566) proviennent de chez Cell Signaling 
(Denver, MA, É.-U.) L’anti--caténine (610154) a été acheté chez BD Transduction 
Laboratories (Mississauga, ON, Canada). L’anticorps reconnaissant le lysozyme (A0099) 
provient de chez DAKO (Copenhagen, Danemark). L’anticorps ciblant Ki67 (clone SP6) a 
été acheté chez GeneTex (Irvine, CA, É.-U.) et l’anticorps ciblant la phosphorylation sur la 
sérine 591 de SHP1 (SP1531) vient de chez ECM Biosciences (Versailles, KY, É.U.). 
L’anti-HA a généreusement été fourni par le laboratoire du Pr François-Michel Boisvert. Les 
anticorps secondaires de souris (NA934V) ou de lapin (Na931V) couplés à la HRP proviennent 
de chez GE Healthcare Life Sciences (Pittsburg, MA, USA). Les anticorps secondaires de souris 
(S3721) ou de lapin (S3731) couplés à la phosphatase alcaline ont été achetés chez Promega 
(Madison, Wisconsin, É.-U.). Les anticorps secondaires d'âne AlexaFluor488 (anti-lapin) 
(A21206) ou AlexaFluor568 (anti-souris) (A10037) proviennent de Molecular Probes (Life 
Technologies, Burlington, ON, Canada). 
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2. Méthodes 
 
2.1 GÉNÉRATION DES SOURIS EXPÉRIMENTALES 
2.1.1 Modèles murins 
Les souris Ptpn6loxP-loxP (n°008336) disponibles chez Jackson Laboratory (Bar 
Harbor, ME, É.-U.) ont été fournies par le Pr Pedro Miguel Geraldes, du département de 
Médecine, service d’endocrinologie, de l’Université de Sherbrooke. Les souris Villine-Cre, 
quant à elles, ont été fournies par la Pre Nathalie Perreault, du département de Biologie 
cellulaire, de l’Université de Sherbrooke. Cependant, ces souris proviennent de la 
Dre Deborah Gumucio, du Department of Cell and Developmental Biology, de l’Université 
du Michigan. Les souris ApcMin/+ proviennent également du laboratoire de la Pre Nathalie 
Perreault, mais sont tout de même disponibles chez Jackson Laboratory (n°002020). Toutes 
ces souris sont maintenues avec un fond génétique de C57BL/6 pur et sont hébergées à 
l’Unité de Souris Transgénique du Pavillon de Recherche Appliquée au Cancer (PRAC) de 
la Faculté de Médecine et des sciences de la santé de l’Université de Sherbrooke. Les 
conditions d’hébergement sont standardisées et toutes les souris ont accès ad libitum à de la 
nourriture et à de l’eau fraîche. Chaque expérience est réalisée avec l’accord du Conseil 
Facultaire de Protection des Animaux (CFPA), en accord avec les directives du Conseil 
Canadien de Protection des Animaux (CCPA). 
2.1.2 Croisements 
Pour générer des souris invalidées pour SHP1 dans les CEIs, deux croisements sont 
nécessaires. D’abord, les souris Ptpn6loxP-loxP sont croisées avec les souris Villine-Cre afin de 
générer les souris d’accouplement nécessaires au deuxième croisement (Ptpn6loxP/+;Cre+). À 
leur tour, les souris Ptpn6loxP/+;Cre+ sont croisées avec des souris Ptpn6loxP-loxP, ce qui permet 
d’obtenir nos souris expérimentales Ptpn6loxP/loxP;Cre+ qui, seront appelées Shp1CEI-KO. Les 
souris dites contrôles sont issues des mêmes croisements que les souris expérimentales et 
portent soit le génotype Ptpn6loxP/+, soit Ptpn6loxP/loxP. Dans le cas des souris ApcMin/+, la 
génération des souris ApcMin/+ invalidées pour SHP1 dans les CEIs passe par 3 croisements. 
Dans un premier temps, les souris ApcMin/+ sont croisées avec les souris Villine-Cre pour 
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obtenir des souris ApcMin/+;Villin-Cre. Ensuite, ces souris sont croisées avec des souris 
Ptpn6loxP-loxP pour générer des souris ApcMin/+;Ptpn6loxP/+;Villin-Cre. Enfin, ces souris 
ApcMin/+;Ptpn6loxP/+;Villin-Cre sont à nouveau croisées avec des souris Ptpn6loxP/loxP pour 
obtenir des souris expérimentales ApcMin/+;Ptpn6loxP/loxP;Villin-Cre. Pour des fins de 
simplification, ces souris expérimentales sont appelées Shp1CEI-KO;ApcMin/+. Les souris 
contrôles utilisées dans ce cas-ci portent soit le génotype ApcMin/+;Ptpn6loxP/+ ou 
ApcMin/+;Ptpn6loxP/loxP, et sont issus des mêmes croisements. Il est à noter qu’en tout temps, 
les souris Villine-Cre sont maintenu hémizygotes, et les souris ApcMin/+ hétérozygotes pour 
leurs gènes respectifs, c’est-à-dire que tous les croisements sont conçus pour générer des 
souris qui n’ont qu’un seul allèle de ces gènes. 
2.1.3 Génotypages 
Le génotypage de chaque souris est effectué à partir d’un bout d’orteil prélevé entre 
4 et 8 jours de vie des souriceaux. Le tissu est mis dans 100 µL de 25 mM NaOH / 0,2 mM 
EDTA et chauffé à 95°C pendant 1 h. Ensuite, 100 µL de 40 mM Tris-HCl pH 5.5 est ajouté 
et les échantillons d’ADN ainsi obtenus sont conservés à 4°C. Une réaction de 
polymérisation en chaîne (PCR) (Bio-Rad, Hercules, CA, É.-U.) est ensuite effectuée avec 
les amorces listées dans le Tableau 1, et les produits de PCR obtenus sont observés sur gel 
d’agarose révélé au RedSafe (Bio-Rad) à l’aide d’un appareil Infinity VX2 1100/26MX 
Imaging system (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, France) équipé d’une lampe UV. 
 
Tableau 1 : Amorces de génotypages de souris 
Gène Amorces Amplicon 
Shp1loxP 
5’- ACC CTC CAG CTC CTC TTC -3’ 
5’- TGA GGT CCC GGT GAA ACC -3’ 
Mut ~550pb 
Wt ~377pb 
Villine-Cre 
5’-TGC CAC GAC CAA GTG ACA GCA ATG-3’ 
5’-ACC AGA GAC GGA AAT CCA TCG CTC-3’ 
~340pb 
ApcMin/+ 
5’ GCC ATC CCT TCA CGT TAG 3’ 
5’ TTC CAC TTT GGC ATA AGG C 3’ 
5’ TTC TGA GAA AGA CAG AAG TTA 3’ 
Mut~340pb 
Wt~600pb 
Mut : allèle muté Wt : allèle sauvage 
36 
 
2.2 EUTHANASIE DES ANIMAUX 
Les souris ont été euthanasiées selon les normes du CCPA, soit par injection intra-
péritonéale d’un mélange de kétamine/xylazine (87 mg de kétamine/13 mg de xylazine par 
kg) suivi d’une dislocation cervicale. Rapidement, les tissus sont prélevés et déposés sur 
glace, le temps de récolter les extraits nécessaires. Les extraits d’enrichissements de 
muqueuse ou d’enrichissement de cryptes sont rapidement déposés dans leur tampon de lyse, 
puis mis dans l’azote liquide. Les échantillons sont par la suite conservés à -80°C. Les tissus 
prélevés pour des analyses d’histologie sont fixés dans une solution de 4% paraformaldéhyde 
(PFA) pendant 18 h, puis conservés dans de l’EtOH 70% à 4°C.  
Les enrichissements de muqueuses sont effectués par grattage à l’aide d’une lamelle 
afin de récolter un maximum d’épithélium, tandis que pour les enrichissements de cryptes, 
un premier grattage en surface est réalisé pour retirer un maximum de villosités, pour ensuite 
gratter ce qui reste, soit majoritairement des cryptes. 
 
2.3 CULTURE DE CELLULES 
Les HCT116 (ATCC® CCL-247) et les HT29 (ATCC® HTB-38) ont été achetées de 
chez ATCC (Manassas, VA, É.-U.). Ces deux lignées sont issues respectivement d’un 
carcinome et d’un adénocarcinome de côlon humain. Ces cellules sont cultivées dans du 
McCoy’s 5A (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) supplémenté avec 5% FBS (« Fetal bovine 
serum », Wisent), 10 mM HEPES (Wisent), 2 mM de glutamine (Invitrogen, Burlington, 
ON, Canada), 50 unités/ml de pénicilline (Wisent), et 50 μg/ml de streptomycine (Wisent).  
Les 293T (ATCC® CRL-11268), issues de rein embryonnaire, sont cultivées dans du 
DMEM (Wisent) contenant 5% de FBS (Wisent), 10 mM HEPES (Wisent), 2 mM de 
glutamine (Invitrogen), 50 unités/ml de pénicilline (Wisent), et 50 µg/ml de streptomycine 
(Wisent). 
Les HCT116 Flp-In T-Rex ont été généreusement fournies par le laboratoire de 
François-Michel Boisvert. Ces cellules sont cultivées dans du DMEM (Wisent) contenant 
5% de FBS (Wisent), 10 mM HEPES (Wisent), 2 mM de glutamine (Invitrogen), 
50 unités/ml de pénicilline (Wisent), et 50 μg/ml de streptomycine (Wisent). Ces cellules 
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sont maintenues avec une sélection de blasticidine (5 µg/mL) et zéocine (100 µg/mL). 
Suivant une recombinaison grâce au système Flp-In, la sélection devient blasticidine et 
hygromycine (100 mg/mL). 
Toutes les cellules sont cultivées à 37°C avec 5% CO2. Pour évaluer la signalisation 
dans les populations de HCT1116 et de HT29 shSHP1, les cellules à 70% de confluence ont 
été privées en sérum pendant 18 h, puis stimulées au sérum 15 min avant d’être lysées. 
L’aire relative des cellules a été mesurée à l’aide du logiciel ImageJ (logiciel gratuit 
à code source ouvert). Les données sont calculées en pixels à partir des images obtenues par 
microscopie en contraste de phase. 
 
2.4 LENTIVIRUS SHSHP1 
2.4.1 Génération de shARN et production lentivirale 
Le vecteur pLentiV6-U6 a été généré tel que décrit précédemment (Garneau et al., 
2009). La séquence de shARN contre SHP1 et son contrôle ont été générées par l’outil 
« BLOCK-ITTM RNAi Designer » de Invitrogen.  
Pour générer les lentivirus, des cellules 293T ont été utilisées. Ces cellules sont 
ensemencées de sorte à obtenir une confluence de 50% dans un pétri de 100 mm le 
lendemain, moment où les cellules sont transfectées. En bref, 6 µg du plasmide pLentiV6-U6 
contenant soit le shARN ciblant SHP1, soit le shARN « scrambled » contrôle, et 6 µg de 
chacun des 3 vecteurs contenant les gènes des protéines d’encapsidation (plp1, plp2 et 
plpvsvg) sont mélangés avec 500 µL de JetPrime Buffer et 20 µL de JetPrime reagent. Tous 
les réactifs sont fournis avec le kit JetPrime® (114-07, Polyplus transfection, Illkirch-
Graffenstaden, France). Le mélange est incubé pendant 10 min avant d’être doucement 
ajouté dans le milieu de culture des cellules et incubé pendant 48 h. Au terme des 48 h, les 
virus formés se retrouvent dans le milieu de culture. Celui-ci est donc prélevé puis filtré avec 
un filtre 0,45 µm. Les virus sont conservés en aliquots de 1 mL à -80°C. 
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2.4.2 Infection lentivirale 
Les cellules HCT116 et HT29 sont ensemencées afin d’obtenir une confluence 
d’environ 50% en pétri de 100 mm le lendemain, moment où les cellules sont infectées. À 
ce moment, le milieu des cellules est retiré et remplacé par 1 mL de virus avec 4 µg/mL de 
polybrène. Le tout est incubé à 37°C pendant 1 h, puis 6 mL de milieu est ajouté, et le tout 
est incubé pendant 48 h. Au terme de ces 48 h, les cellules sont passées et la sélection à la 
blasticidine (5 µg/mL) est ajoutée. Les populations de cellules obtenues sont par la suite 
cultivées en maintenant la sélection à la blasticidine. 
 
2.5 EXTRACTION PROTÉIQUE 
2.5.1 Souris 
Les échantillons sont resuspendus dans du tampon RIPA froid avant d’être congelés. 
Ce tampon est constitué de 50 mM Tris-HCL pH 8.0, 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 
1% NP-40, 0,5% Na déoxycholate DA, 0,1% SDS, 1 mM DTT, 40 mM β-glycérophosphate, 
en plus d’inhibiteurs de phosphatases (orthovanadate) et de protéases (PMSF, leupeptine, 
aprotinine et pepstatine). Pour aider à la solubilisation des tissus, les échantillons sont broyés 
mécaniquement par une bille d’acier inoxydable mise dans chaque tube, puis agitée dans un 
Tissue Lyser à 50 oscillations/seconde (Qiagen, Hilden, Allemagne). Les échantillons sont 
ensuite mélangés doucement à 4°C pendant 15 min, puis centrifugés à 13 000 rpm pendant 
5 min. Seul le surnageant est conservé, puis dosé selon la méthode BCA (Smith et al., 1985). 
2.5.2 Cellules 
Les cellules sont lysées à même leur pétri où le tampon de lyse Laemmli est déposé. 
Ce tampon est composé de glycérol 10%, SDS 2%, et Tris-HCl 63 mM, pH 6.8. Les cellules 
sont grattées du pétri dans le tampon de lyse puis le lysat est transféré dans un tube conique 
et chauffé à 95°C pendant 5 minutes. Les échantillons sont par la suite soniqués pendant 
10 sec avec une intensité de 30% (Fisherbrand™ Q500 Sonicator, Thermo Fisher Scientific, 
NH, É.-U.). Les échantillons sont ensuite dosés de la même façon que les échantillons de 
souris. 
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2.6 IMMUNOBUVARDAGE 
20 µg des protéines dosées sont mis dans du tampon Laemmli (62,5 mM Tris-HCl 
pH 6.8, 2,3% SDS, 10% glycérol, 1 mM PMSF, 0.005% bleu de bromophénol et 5% 
β-mercaptoéthanol) puis chauffés à 95°C pendant 5 min. Les échantillons sont ensuite migrés 
sur un gel SDS-PAGE, puis transférés sur une membrane de polyfluorure de vinylidène 
(PVDF) (IPVH00010, EMD Millipore). Les protéines transférées sont visualisées par une 
coloration de la membrane au Ponceau S (3504, Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). Les 
membranes sont ensuite bloquées dans une solution de lait en poudre 5% diluée dans du PBS 
1X, 0,05% Tween pendant 30 min, puis incubées pendant 18 h avec l’anticorps primaire, dilué 
dans la solution de blocage. Les membranes sont ensuite lavées pendant 3 X 10 min avec du PBS 
1X, 0,05% Tween avant d’être incubées 1 h à température ambiante avec l’anticorps secondaire, 
lui aussi dilué dans l’agent bloquant. Trois lavages de 10 min sont faits avant de révéler les 
immunobuvardages. Les anticorps couplés à la « Horse Radish-Peroxydase » (HRP) sont révélés 
avec une solution maison composée de 20 mL de Tris-HCl pH8.5 avec 100 μL de luminol 
250 mM (123072), 50 μL d’acide coumarique 90 mM (C9008) et 6 μL de peroxyde d’hydrogène 
30% (Thermo Fisher Scientific). Les anticorps couplés à la phosphatase alcaline sont révélés 
avec une solution de CDP Star (T2305, Life Technologies, Carlsbad, CA, É.-U.) dilué à 1 :200 
dans du tampon 1 M Tris, 1 M NaCl, pH 9.5. Toutes les membranes ont été exposées avec des 
films autoradiographiques (Denville Scientific Inc., Saint-Laurent, QC, Canada). 
 
2.7 EXTRACTION D’ARN ET RT-PCR 
2.7.1 Extraction d’ARN 
Les échantillons sont resuspendus dans du tampon RLT de Qiagen supplémenté de 
10 µL/mL de -mercaptoéthanol. S’il s’agit d’échantillons de souris, les lysats sont 
homogénéisés de la même façon que les extraits de protéines, soit avec le Tissue Lyser de 
Qiagen, sinon les lysats de cellules sont passés 10 fois à travers une seringue munie d’une 
aiguille de 20G. L’extraction des ARN se fait avec le RNeasy Mini Kit de Qiagen (74104). 
Un traitement à la DNAse de Qiagen est utilisé tel que décrit dans le protocole du kit RNeasy.  
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2.7.2 RT-PCR 
1 µg d’ARN purifié est mis dans un volume final de 10 µL avec 1 µL de Random 
Primers, 0,4 µL de 25 mM dNTP, 2 µL de 5X Random Primer Buffer, 0,25 µL de RNAse 
inhibitor et 0,25 µL de Reverse Transcriptase (RT), le tout du kit Random Primers de 
Invitrogen (48190011). Le tout est alors incubé pendant 10 min à 25°C, puis 30 min à 55°C 
pour finalement être rapidement transféré à 85°C pour 5 min avant d’être remis sur glace. 
Les ADN ainsi obtenus sont par la suite envoyés à la plateforme de RNomique de la Faculté 
de Médecine et des sciences de la santé de l’Université de Sherbrooke pour faire l’analyse 
de gènes par qPCR. 
 
2.8 CIRCULATION ET INCLUSION DES TISSUS 
Les tissus de souris fixés et conservés à 4°C dans de l’EtOH 70% sont envoyés à la 
plateforme d’histologie et de microscopie électronique de la FMSS pour être circulés et 
inclus dans de la paraffine. Des coupes de 5 µm d’épaisseur sont faites puis déposées sur des 
lames Probe-On Plus (Thermo Fisher Scientific, Canada). Les colorations à l’hématoxyline 
et éosine ont toutes été réalisées par cette plateforme. 
 
2.9 COLORATION ALCIAN BLEU 
Les lames de coupes histologiques sont d’abord chauffées à 60°C pendant au moins 
15 min, puis immergées dans du xylène 100% pendant 2 x 5 min pour déparaffiner les lames. 
Les tissus sont ensuite hydratés par une série de bains : 2 x 2 min dans 100% EtOH, 1 min 
dans 95% EtOH, 1 min dans 80% EtOH, 1 min dans 70% EtOH puis 1 min dans de l’eau 
pure. Les tissus sont ensuite fixés à l’acide acétique aqueuse 3% à pH 2.5, puis les lames 
sont incubées pendant 30 min avec l’Alcian Bleu 1% dans acide acétique 3% à pH 2.5. Les 
lames sont ensuite lavées à l’eau courante pendant 10 min puis contre-colorées au Nuclear 
Fast Red filtré 0,1 % (Kernechtrot) durant 40 s, avant d’être rincées à nouveau sous l’eau 
courante pendant 1 min. Les tissus sont ensuite déshydratés par une autre série de bains : 
2 min dans l’EtOH 70%, 2 x 2 min dans l’EtOH 95%, 2 x 2 min dans l’EtOH 100% et 
finalement 5 min dans le xylène 100%. À ce moment, les lames sont montées avec une 
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lamelle a microscopie et du Vectashield (H1500, Vector Laboratories, CA, É.-U.). L’Alcian 
Bleu permet de visualiser les mucines acides et donc les cellules caliciformes. Toutes les 
photos de coupes histologiques ont été prises avec un Nanozoomer 2.0 RS (Hamamatsu, 
Photonics, NJ, É.-U.). 
 
2.10 IMMUNOFLUORESCENCE 
Les tissus sont chauffés et hydratés de la même façon que celle décrite à la section 
2.9. Les lames sont ensuite immergées dans une solution de 10 mM acide citrique 
monohydrate pH 6.0 et bouillies pendant au moins 6 min au four à micro-ondes. Après avoir 
tempéré pendant 10 min, toujours dans le tampon citrate, les lames sont rincées doucement 
à l’eau courante pendant 10 min. Les tissus sont bloqués avec du PBS 1X, 2% BSA pendant 
30 min et l’anticorps primaire, dilué dans l’agent bloquant, est ensuite incubé pendant 18 h. 
Suivant 3 lavages au PBS 1X, l’anticorps secondaire, lui aussi dilué dans du PBS 1X, 2% 
BSA, est incubé à la température de la pièce pendant 2h, caché de la lumière. Pendant les 3 
lavages de 5 min au PBS 1X, une étape d’incubation de 15 min d’Hoechst est effectuée. 
Après que les tissus soient bien lavés, les lames sont rapidement rincées à l’eau distillée puis 
montées avec de l’Immu-Mount (9990402, Thermo Fisher Scientific). Les photos ont été 
prises à l’aide d’un module de fluorescence installé sur un Nanozoomer 2.0 RS. 
 
2.11 IMMUNOHISTOCHIMIE  
Les tissus sont chauffés et hydratés tel que décrit à la section 2.9. Les lames sont 
ensuite immergées dans une solution de 10 mM acide citrique monohydrate pH 6.0 ou 
10 mM Tris Base, 1 µM EDTA, 0,05% Tween 20, pH 9.0 pour l’immunohistochimie contre 
-caténine. Encore une fois, les lames sont bouillies pendant au moins 6 min au four à micro-
ondes. Après avoir tempérer pendant 10 min dans leur tampon citrate ou Tween-EDTA, les 
lames sont rincées doucement à l’eau courante pendant 10 min puis les tissus sont incubés 
5 min avec une solution de « Peroxydase block » (Dako). Après un lavage de 5 min au PBS 
1X, les tissus sont bloqués avec du PBS 1X, 2% BSA pendant 30 min, à la température 
ambiante. L’anticorps dilué dans l’agent bloquant est ensuite incubé sur les tissus à 4°C 
pendant 18 h, avant d’être lavés 3 X 5 min au PBS 1X. Ensuite, les tissus sont incubés 1 h à 
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température ambiante avec du « anti-rabbit labelled polymer HRP » (Dako), puis lavés à 
nouveau 3 X 5 min avec du PBS 1X. La révélation se fait avec une solution de 1 mL de 
DAB+ « Substrate buffer » avec une goutte de « DAB+ chromogen » (Dako). Lorsque la 
révélation est suffisamment forte, la réaction est arrêtée par immersion des lames dans de 
l’eau déionisée. Une contre-coloration des tissus est faite avec de l’hématoxyline de Gills 
pendant 5 s, avant de rincer les tissus à l’eau à faible débit pendant 2 min. Les lames sont par 
la suite immergées dans une solution d’alcool acide (95% EtOH, 0,1N HCl) pendant 30 s 
puis lavées à nouveau pendant 2 min. Un dernier contraste est effectué en immergeant les 
lames cette fois-ci dans une solution de Blueing (2 mL d’hydroxyde d’ammonium dans 1 L 
d’eau, pH10.0) pendant 1 min. Finalement, les tissus sont déshydratés tel que décrit à la fin 
de la section 2.9. Tous les produits identifiés Dako proviennent du kit EnVision Detection 
System HRP/DAB (K4011). Les lames ont été scannées à l’aide d’un Nanozoomer 2.0 RS. 
 
2.12 TRAITEMENT DSS 
2.12.1 Traitements 
Des souris mâles et femelles de 12 sem ont été traitées avec du Dextran Sulfate de 
Sodium (DSS) (36-50KDa, colitis grade, MP Biomedical, Ohio, CA, É.-U.) dilué à 1,75% 
ou 2,25% dans l’eau de boisson pendant 7 jours consécutifs. Pour les traitements aigus, les 
souris sont euthanasiées suivant le 7e jour de traitement au DSS à 2,25%. Pour le traitement 
suivi d’une période de récupération, les souris sont abreuvées de DSS 1,175% pendant les 7 
premiers jours, puis avec de l’eau pour les 14 jours suivants. Dans tous les cas, le DSS est 
changé à mi-traitement, soit le 4e jour. De plus, le poids des souris est mesuré 
quotidiennement et la présence de signes d’inflammation tel que la présence de diarrhée ou 
de saignements est notée. 
2.12.2 Index de maladie et score histologique 
Au terme des traitements, les animaux sont euthanasiés tel que décrit à la section 2.2. 
Au moment de l’euthanasie, l’index de la maladie est évalué en considérant 4 critères, chacun 
échelonné de 0 à 4, à partir de l’index de maladie établie par Cooper et al. en 1993. Ainsi, 
un score de 0 correspond à un animal totalement sain et un score maximal de 16 peut être 
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obtenu chez un animal très hautement affecté. Les 4 critères sont : la présence de sang dans 
les selles, la présence de saignement rectaux, la consistance des fèces et la dureté du côlon. 
Par la suite, le score histologique indique la sévérité des dommages à la muqueuse évaluée à 
partir des coupes histologiques obtenues. Les critères pris en compte sont l’étendue des 
dommages, la présence d’infiltration de cellules immunitaires, l’épaississement de la 
musculeuse, la présence d’abcès de crypte et finalement la réduction du nombre de cellules 
caliciformes. Cette échelle, créée à partir des critères établis par Erben et al. en 2014, va de 
0, soit un animal complètement sain, à 11, un animal avec des dommages sévères. 
 
2.13 ÉVALUATION DE LA SYNTHÈSE PROTÉIQUE PAR SUNSET 
Des souris âgées de 6 sem ont reçu une injection intra-péritonéale de 10 mM de 
puromycine à raison de 4 µL/g de souris. Trente min suivant l’injection, les souris ont été 
euthanasiées tel que décrit à la section 2.2. Pour les cellules, des HCT116 et des HT29 à 80% 
de confluence ont été traitées avec 10 µM de puromycine pendant 1 h, puis les cellules ont 
été lysées. La détection des peptides liés à la puromycine se fait par immunobuvardage. 
 
2.14 FRACTIONNEMENT CYTO-NOYAU 
Les extraits d’enrichissement de cryptes ont été solubilisés dans du tampon de lyse 
composé de 743 µL d’eau distillée stérile, 200 µL de tampon 5X (50 mM HEPES pH 7.9, 
5 mM EDTA, 300 mM KCl), 5 µL de NP-40, 1 µL de 1 M DTT, 6 µL de 0,25 M PMSF, 
200 μM orthovanadate, 0,5 μg/mL leupeptine, 0,7 μg/mL pepstatine et 0,5 μg/mL aprotinine. 
Les échantillons ont été triturés à l’aide d’un cône de p1000 puis d’un cône de p200 afin 
d’homogénéiser les tissus, sans endommager les cellules. Suivant une incubation de 5 min 
sur glace, les échantillons ont ensuite été centrifugés à 13 000 rpm pendant 20 s à 4°C. Le 
surnageant a été prélevé et constitue la fraction cytosolique. Le culot est quant à lui 
resuspendu dans environ 200 µL de Nuclear resuspender buffer (743 µL d’eau, 250 µL de 
NFB 4X (1 M Tris pH 7.8, 300 mM KCl), 1 µL de 1 M DTT, 6 µL de 0,25 M PMSF, 200 μM 
orthovanadate, 0,5 μg/mL leupeptine, 0,7 μg/mL pepstatine et 0,5 μg/mL aprotinine. Les 
échantillons de noyaux sont ensuite soumis à 3 cycles d’incubations de 2 min dans de l’azote 
liquide, suivi de 2 min à 37°C. Entre chacun de ces cycles, les échantillons sont 
vigoureusement vortexés, puis soniqués tel que décrit à la section 2.5.2. Les échantillons sont 
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ensuite centrifugés pendant 10 min à 13 000 rpm à 4°C. Le surnageant est prélevé et constitue 
la fraction nucléaire des échantillons. 
 
2.15 CULTURE D’ORGANOÏDES 
Lors de l’euthanasie des souris, le jéjunum est prélevé et ouvert sur sa longueur, puis 
rincé avec du PBS 1X stérile. Les villosités sont doucement grattées à l’aide d’une lamelle 
de verre. Le jéjunum est par la suite coupé en petits morceaux d’environ 5mm de longueur 
qui sont transférés dans un tube conique de 50 mL contenant du PBS 1X. Les morceaux y 
sont agités, et le PBS 1X est fréquemment changé afin de bien laver les bouts de tissus. Le 
PBS 1X est ensuite changé pour 20 mL de PBS 1X, 30 mM EDTA, dans lequel les tissus 
sont incubés 5 min sur glace, puis agité doucement. La solution de PBS 1X, 30 mM EDTA 
est ensuite changée et les tissus sont incubés sur glace pendant 20 min. La solution d’EDTA 
est retirée par la suite et remplacée par 40 mL de PBS 1X. Les tissus sont ensuite 
vigoureusement agités pendant au moins 6 min, ou jusqu’à ce qu’une bonne quantité de 
cryptes se retrouve dans la solution (visualiser fréquemment au microscope). Un tamis 
cellulaire de 70 µM est utilisé pour filtrer la solution, permettant de récolter les cryptes, mais 
pas les villosités ni les morceaux de tissus bruts. Les cryptes sont ensuite centrifugées à 150 g 
pendant 5 min à 4°C. Le culot est lavé avec du milieu Ad-DF+++ (500 mL de Advanced-
DMEM/F12 (Life technologies, 12634-010), 5 mL de Glutamax, 5 mL de HEPES et 5 mL 
de Pen/Strep. Le tout est à nouveau centrifugé à 150 g pendant 5 min. Le culot est ensuite 
repris dans 1 mL de Matrigel (BD Corning, 356231). Le mélange de cryptes/Matrigel est 
ensuite déposé en goutte de 25 µL au fond des puits d’une plaque de 48 puits. La plaque est 
ensuite incubée pendant au moins 30 min à 37°C pour faire figer le Matrigel, puis 250 µL de 
milieu ENR chaud est ajouté à chaque puits. Le milieu est changé aux 3-4 jours, et les 
organoïdes sont passés environ aux 7 jours. 
Le milieu ENR est composé de 16 mL de Ad-DF+++, 50 µL de 500 mM 
n-Acétylcystéine (Sigma, A9165), 20 µL de 50 µg/mL EGF (Life technologies, PMG8045), 
400 mL de B27 supplement (Gibco/Thermo Fisher, 17504-044), 200 µL de N2 supplement 
(Gibco, 17502-048), 2 mL de milieu conditionné Noggin (10% final) et 2 mL de milieu 
conditionné R-Spondin1 (10% final). Les milieux conditionnés Noggin et R-Spondin1 sont 
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produits par des lignées stables de HEK293T qui expriment Noggin-Fc et R-Spondin1-Fc et 
qui nous ont été généreusement données par le Dr. G. R. van den Brink (Hubrecht Institute, 
Utrecht, Pays-Bas) et par le Dr. C. Kuo (Stanford University, Stanford, CA, É-U.) 
respectivement. Les photos en contraste de phase d’organoïdes ont été prises à l’aide d’un 
Zeiss Axiovert 200M (Zeiss, Oberkochen, Allemagne). 
L’aire relative des organoïdes a été mesurée à l’aide du logiciel ImageJ (logiciel 
gratuit à code source ouvert). Les données sont calculées en pixels à partir des images 
obtenues par microscopie en contrastes de phase. 
 
2.16 INCORPORATION D’EDU 
2.16.1 Cellules 
Deux jours suivant leur ensemencement, les HCT116 et les HT29, à environ 70% de 
confluence, sont incubées avec 10 µM de EdU pendant 1 h à 37°C. Les cellules sont ensuite 
fixées avec 4% PFA pendant 30 min à température ambiante. Les cellules sont ensuite lavées 
3 fois avec du PBS 1X, 3% BSA, puis perméabilisées avec une solution de PBS 1X, 0,5% 
Triton X-100 pendant 20 min. Un nouveau lavage de PBS 1X, 3% BSA est effectué, puis les 
cellules sont bloquées avec du PBS 1X, 2% BSA pendant 30 min, toujours à température 
ambiante. Les cellules sont ensuite incubées pendant 30 min, à l’abri de la lumière, avec le 
Click-iT® reaction cocktail composé de 430 µL de 1X Click-iT® reaction buffer, 20 µL de 
CuSO4, 1,2 µL de Alexa Fluor® 555 azide et 50 µL de Reaction buffer additive, pour un 
total de 500 µL. Toutes les solutions sont fournies et préparées à partir des indications 
fournies dans le Click-iT EdU imaging kit (C10338, Invitrogen). Le réactif est ensuite retiré 
et les cellules sont lavées avec du PBS 1X, 3% BSA, puis avec du PBS 1X. Pour colorer 
l’ADN dans les noyaux, les cellules sont ensuite incubées avec 5 µg/mL de Hoechst 33342 
fourni dans le kit, pendant 30 min, à l’abri de la lumière, puis lavé 3 fois avec du PBS 1X. 
La détection de la fluorescence s’est faite à l’aide d’un microscope Leica DFC300X (Leica, 
Buffalo Grove, IL, É.-U.).  
Les décomptes du nombre de cellules EdU positives sur cellules ont été calculé à 
l’aide du logiciel Cell Profiler 2.2.0 (logiciel gratuit à code source ouvert). Les valeurs sont 
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exprimées en pourcentage du nombre de cellules EdU positives sur le nombre de cellules 
totales, déterminé par une coloration au Hoechst. 
1.16.2 Organoïdes 
Lors du passage d’organoïdes, les organoïdes sont ensemencés sur Nunc Lab-Tek 
Chamber Slide™ (C7182; Sigma-Aldrich) puis suivant 5 jours de culture, les organoïdes 
sont incubés pendant 1 h avec 20 µM d’EdU. Le reste de la procédure est identique à celui 
décrit ci-haut pour les cellules. La détection de la fluorescence s’est faite avec un microscope 
confocal LSM Olympus FV1000. 
 
2.17 CROISSANCE EN INDÉPENDANCE D’ANCRAGE 
Le test de croissance en indépendance d’ancrage est réalisé sur des populations de 
cellules HCT116 et de HT29 sous-exprimant un shARN contrôle (shSCR) ou un shARN 
dirigé contre SHP1 (shSHP1) de manière stable. Le fond des puits de plaques 6 puits ont été 
recouverts de 1 mL d’un mélange 1:1 de milieu/agarose. Le milieu utilisé pour les HCT116 
et les HT29 est du McCoy’s 2X (10% FBS, 20 mM HEPES, 4 mM de glutamine, 
100 unités/ml de pénicilline et 100 μg/ml de streptomycine). L’agarose (A9045, Sigma) est 
resuspendu dans du PBS 1X à 1,4% et autoclavé. Le tout est maintenu à ⁓42°C afin de 
maintenir le mélange liquide. Les cellules (15 000 cellules pour les HCT116 et 
50 000 cellules pour les HT29) sont ensuite mélangées dans le mélange 1:1 milieu/agarose 
et 2 mL est déposé sur les fonds au préalablement préparés et maintenant figés. Les plaques 
de 6 puits sont ainsi laissées sous la hotte de culture pour permettre à l’agarose de solidifier, 
puis 1 mL de milieu de culture 1X est ajouté à la surface. Le tout est ensuite mis à 37°C, 5% 
CO2. Le milieu est changé aux 2 jours, et après 10 jours (HCT116) ou 14 jours (HT29), les 
colonies formées sont colorées avec 0,5 mg/mL de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) pendant 3 h à 37°C. Les photos des colonies colorées 
ont été prises avec un appareil Infinity VX2 1100/26MX Imaging system (Vilber Lourmat, 
Marne-la-Vallée, France) et le dénombrement des colonies a été fait par le logiciel ImageJ 
1.45s software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, É.-U.). 
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2.18 STABILITÉ DE SHP1 
Des cellules 293T ont été ensemencées en pétri de 100 mm de sorte à obtenir une 
confluence de 60% le lendemain. À ce moment, les cellules sont transfectées avec 10 µg de 
vecteur pCDNA3.1+ exprimant ou pas la -caténine-Flag dans 500 µL de de JetPrime Buffer 
et 20 µL de JetPrime reagent. Le lendemain, les cellules transfectées sont passées en plaque 
de 12 puits. Vingt-quatre heures après, le milieu des cellules est changé, en ajoutant 
30 mg/mL de cycloheximide (CHX), puis les cellules sont lysées aux temps 0, 3 h, 6 h, 9 h, 
12 h et 24 h.  
 
2.19 DÉTERMINATION DE L’UBIQUITINATION DE SHP1 
2.19.1 Culture cellulaire 
Les cellules 293T ensemencées en pétri de 100 mm ont été transfectées le lendemain 
au Jet Prime, à 60% de confluence, avec 5 µg de vecteur exprimant l’ubiquitine étiquetée 
HA (Ub-HA) et 5 µg de vecteur exprimant SHP1 étiqueté FLAG (SHP1-Flag) ou -caténine 
étiquetée FLAG (-caténine-Flag). Le lendemain de la transfection, le milieu des cellules a 
été changé, et 48 h suivant la transfection, les cellules ont été lysées avec du tampon Triton 
(1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA pH 8, 40 mM 
β-glycérophosphate, 50 mM NaF, 5% glycérol, 5% fluorure phénylméthylsulfonyle (PMSF), 
200 μM orthovanadate, 0,5 μg/mL leupeptine, 0,7 μg/mL pepstatine et 0,5 μg/mL 
aprotinine).  
2.19.2 Immunoprécipitation contre SHP1 
Les lysats sont agités à 4°C pendant 15 min, puis centrifugés à 13 000 rpm pendant 
5 min à 4°C. Le surnageant a été conservé et les protéines dosées par la méthode BCA. Huit 
cents µg de protéines ont été mis dans un volume total de 1 mL de tampon Triton avec 15 
µL de billes G-sepharose (17061801, GE Healthcare) et agités à 4°C pendant 1 h. Pendant 
ce temps, 30 µL de billes G-sepharose sont agitées dans 1 mL de tampon Triton avec 2 µg 
d’anticorps anti-SHP1, pendant 1 h, à 4°C. Les 15 µL de billes sont ensuite retirés du lysat 
de cellules en centrifugeant 30 s à 6 000 rpm, et les billes couplées à l’anticorps sont lavées 
3 fois au tampon Triton. Le lysat est alors incubé pendant 2 h à 4°C avec agitation avec les 
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30 µL de billes maintenant liées à l’anticorps. Suivant cette incubation, les billes sont lavées 
3 fois avec du tampon Triton, puis resuspendues dans 40 µL de laemmli bleu 2X (131 mM 
Tris-HCl pH 6.8, 4,6% SDS, 20% glycérol, 2 mM PMSF, 0.01% bleu de bromophénol et 
10% β-mercaptoéthanol), puis chauffées 5 min à 95°C. Les billes sont ensuite retirées et 
10 µL sont déposés sur gel SDS-PAGE pour valider l’immunoprécipitation par 
immunobuvardage. Le 30 µL restant est déposé sur gel SDS-PAGE pour détecter par 
immuobuvardage l’ubiquitination (détection de l’étiquette HA). 
 
2.20 UTILISATION DE SIARN 
Les trois siARN ciblant c-CBL (siCBL A, siCBL B et siCBL C) (SR300613A – B – 
C, OriGene Technologies, Rockville, MD, É.-U.) et le siContrôle (SR30004, OriGene 
Technologies) ont été utilisés à 40 nM. Les cellules 293T ont été transfectées à 60% de 
confluence avec un des siARN ciblant CBL ou le siARN contrôle avec du JetPrime tel que 
décrit plus haut. Le lendemain matin, le milieu de culture a été changé, et les cellules ont été 
lysées à 48 h de transfection. 
 
2.21 SPECTROMÉTRIE DE MASSE 
2.21.1 Clonage du vecteur pGLAP1-TurboID-SHP1 
Le système Gateway® (Life technologies) a été utilisé pour la génération des 
plasmides. Les amorces suivantes ont été utilisées : 5’ - GGGG-ACA-AGT-TTG-TAC-AAA-
AAA-GCA-GGC-TTC-GCC-ACC-ATG-GTG-AGG-TGG-TTT-CAC-CGA-G – 3’ et 5’ - GGGG- 
AC-CAC-TTT-GTA-CAA-GAA-AGC-TGG-GTG-CTT-CCT-CTT-GAG-GGA-ACC-CTT-GCT-
C - ’3. Ces amorces permettent d’amplifier le gène codant pour SHP1 à partir de n’importe 
quel plasmide et d’insérer des séquences attB1 et attB2 de part et d’autre du gène. Ainsi, 
SHP1 peut être inséré directement, et dans le bon cadre de lecture, dans n’importe quel 
vecteur du système Gateway®. À noter que les amorces utilisées amplifient à partir du codon 
d’initiation ATG, jusqu’au dernier codon avant le codon STOP puisque ce codon d’arrêt est 
intégré dans le plasmide de destination, et sa présence empêcherait l’ajout de protéine de 
fusion en C-terminal. 
49 
 
Le PCR d’amplification a été réalisé à l’aide du kit Q5® High-Fidelity DNA 
Polymerase de NEB (M0491S, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, É.-U.) selon 
les recommandations de la compagnie. Le produit de PCR a été isolé et purifié par migration 
sur gel d’agarose 1%. Le produit obtenu a été inséré dans le vecteur pDONR 221 par réaction 
de BP Clonase (11789020, Thermo Fisher Scientific) selon les recommandations du 
fabricant. Le produit obtenu a été transformé dans des bactéries thermo-compétentes DH10 
et étalé sur des plaques kanamycine. Les clones obtenus ont été validés par séquençage. Une 
réaction de LR clonase (11791020, Thermo Fisher Scientific) a ensuite permis de transférer 
le gène de SHP1 du vecteur donneur pDONR 221 vers le vecteur receveur pGLAP1 modifié 
de sorte à permettre l’expression de la biotine ligase TurboID en N-terminal de SHP1. Le 
produit de réaction est ensuite transformé et déposé sur des plaques ampicilline. Les clones 
obtenus sont validés par séquençage. 
2.21.2 Génération des cellules TurboID-SHP1 
Les cellules sont ensemencées en pétri de 60 mm, et le lendemain elles sont 
transfectées au JetPrime avec 4,5 µg de vecteur pOG44, contenant la Flp recombinase, et 0,5 
µg de vecteur pGLAP1-TurboID-SHP1. Le lendemain, les cellules sont passées 1:1 en pétri 
de 100 mm et 24 h après, la sélection avec la blasticidine et l’hygromycine débute.  
2.21.3 Induction de l’expression de TurboID-SHP1 et précipitation « pull 
down » Streptavidine 
Les cellules sélectionnées sont ensemencées à haute densité dans 4 pétris de 100mm. 
Le lendemain, 5 µg/mL de doxycycline est ajouté au milieu de culture pour induire pendant 
24 h l’expression de la protéine de fusion TurboID SHP1. Six heures plus tard, les cellules 
sont privées en FBS pendant 18 h. La doxycycline a été ajoutée également au milieu dans 
FBS afin d’induire correctement l’expression de TurboID SHP1. Suivant cela, les cellules 
sont stimulées par l’ajout de milieu contenant du FBS pendant 30 min. Au même moment, 
500 µM de Biotine est également ajoutée, aussi pour 30 min. Suivant cela, les cellules sont 
lysées avec 540 µL de tampon de lyse (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 8 M urée, 1 mM DTT, 
inhibiteurs de protéases), puis 120 µL de 20% Triton X-100 est ajouté au lysat. Les 
échantillons sont ensuite mélangés par trituration, puis soniqués 3 X 10 s. 2,52 mL de tampon 
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de lyse est ensuite ajouté puis le tout est soniqué à nouveau, mais seulement une fois pendant 
10 s. L’échantillon est ensuite séparé en trois aliquots égaux, puis centrifugés 10 min à 
16 500 g à 4°C. Pendant ce temps, 100 µL de billes Streptavidine Sepharose High 
Performance (17-5113-01, GE Healthcare) sont ajoutés à 1 mL de tampon de lyse à 
température ambiante afin de les équilibrer. Le tampon est ensuite retiré par centrifugation à 
1 000 g pendant 2 min. Le surnageant des échantillons est par la suite ajouté aux billes 
équilibrées et incubé pendant 18 h à 4°C, avec agitation. Au terme de cette incubation, les 
billes sont culotées par centrifugation de 5 min à 1 000 g. Les billes sont ensuite lavées 4 fois 
avec 1 mL de Wash Buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 8 M urée) et agitées pendant 8 min. À 
la suite du dernier lavage, les billes sont resuspendues à 1 mL de Wash Buffer d’où 100 µL 
(soit 10% de l’échantillon) est prélevé pour valider l’expérience par immunobuvardage. Au 
900 µL restant, les billes sont centrifugées à 1 000 g pendant 2 min, resuspendues dans 
500 µL de 1 mM Biotine, 50 mM bicarbonate d’ammonium, puis lavées 5 fois avec 20 mM 
bicarbonate d’ammonium avant d’être rapidement congelées à sec dans l’azote liquide. 
2.21.4 Préparation des échantillons pour la spectrométrie de masse 
Les billes congelées sont resuspendues dans du 10 mM DTT, 20 mM bicarbonate 
d’ammonium et incubées à 60°C pendant 30 min. Après avoir refroidi, un volume égal de 
15 mM iodoacétamine, 20 mM bicarbonate d’ammonium est ajouté à la solution de 
DTT/billes, bien mélangé puis incubé 1 h à la température ambiante, à l’abri de la lumière. 
Ensuite, 1 M DTT est ajouté pour augmenter la concentration à 15 mM, puis incubé pendant 
10 min, puis 50 ng de trypsine Gold (V5280, Promega) sont ajoutés. Le tout est incubé à 
37°C pendant 18 h. Pour arrêter la digestion, de l’acide formique est ajouté pour arriver à 
une concentration finale de 1%. Le surnageant est alors prélevé et mis dans un tube Lo-Bind 
(0030122356, Eppendorf, Hambourg, Allemagne). Les billes sont resuspendues dans une 
solution de 60% acétonitrile, 0,1% acide formique et incubées pendant 5 min à température 
ambiante. Le surnageant est prélevé et mis avec le surnageant précédent. Les échantillons 
ainsi obtenus sont ensuite asséchés à l’aide d’un SpeedVac (5305000304, Eppendorf), puis 
resuspendus dans 30 µL de 0,1% d’acide trifluoroacétique (TFA) avant d’être nettoyés par 
ZipTip® (C5737, Millipore). Le cône de p10 ZipTip® est d’abord humidifié en aspirant 3 X 
10 µL d’acétonitrile. Ensuite, le ZipTip® est équilibré en aspirant 3 X 10 µL de solution 
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0,1% TFA. L’échantillon est alors aspiré à travers le ZipTip® à coup de 10 µL, où 
l’échantillon est passé de 7 à 10 fois sur le cône. Le ZipTip® est ensuite lavé avec 3 X 10 µL 
de 0,1% TFA puis les peptides sont élués avec 3 X 10 µL de 1% acide formique, 50% 
acétonitrile. Chaque échantillon ainsi obtenu est ensuite séché par SpeedVac puis resuspendu 
dans 25 µL de 1% acide formique. À ce moment, les échantillons sont remis à la plateforme 
de protéomique de la Faculté de médecine et des sciences de la santé de l’Université de 
Sherbrooke. 
2.21.5 Analyse des données obtenues par spectrométrie de masse 
Les données ont d’abord été analysées par le logiciel en ligne SAINT afin de 
déterminer la significativité des cibles obtenues. Ensuite, les cibles ayant obtenu un score 
SAINT supérieur à 0,7 ont été considérées comme étant des interacteurs de SHP1. Les 101 
cibles ainsi obtenues ont par la suite été analysées grâce à un autre logiciel en ligne, 
Metascape (Zhou et al., 2019), afin d’identifier les processus cellulaires dans lesquels les 
cibles identifiées sont impliquées. 
 
2.2 ANALYSES STATISTIQUES 
Tous les graphiques et les analyses statistiques ont été réalisés à l’aide du logiciel 
GraphPad Prism 7 (Irvine, CA, É.-U.). La normalité a été évaluée selon Shapiro-Wilk 
(AnaStats, France). La significativité a été déterminée par un Two-way ANOVA lorsque 
plusieurs données sont issues d’un même individu, ou sinon par un « Student t test » 
paramétrique si les données suivent une loi normale. Autrement, le « Student t test » non-
paramétrique a été utilisé. ***p≤0.001, **p≤0.01 et *p≤0.05. Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne. 
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III. RÉSULTATS 
 
Des travaux antérieurs réalisés dans notre laboratoire suggéraient l’implication de la 
tyrosine phosphatase SHP1 dans la régulation de la prolifération in cellulo et dans le maintien 
de l’homéostasie générale de l’épithélium intestinal chez la souris (Duchesne et al., 2003; 
Leblanc et al., 2017; Simoneau et al., 2011). Mes travaux de recherche de thèse ont poursuivi 
dans cette direction en s’intéressant davantage aux mécanismes d’action de SHP1 dans la 
régulation de la fonction des cellules épithéliales intestinales. 
 
Chapitre 1 : SHP1 dans le maintien de l’homéostasie intestinale 
 
SECTION 1.1 : SHP1 CONTRÔLE LA SYNTHÈSE PROTÉIQUE 
Afin de mieux comprendre les effets préalablement observés chez la souris, nous 
avons généré un modèle de cellules en culture qui sous-expriment SHP1 à plus de 90%. Des 
lentivirus codants soit pour un shARN dirigé contre SHP1 ou soit un shARN contrôle dirigé 
vers une séquence « scrambled » ont donc été générés. Des cellules cancéreuses colorectales 
humaines HCT116 et HT29 ont été infectées avec ces lentivirus, puis sélectionnées, 
permettant ainsi la génération de populations stables de cellules contrôles (shSCR) ou sous-
exprimant SHP1 (shSHP1). La figure 5A montre l’efficacité du shARN ciblant SHP1 dans 
les deux lignées de cellules cancéreuses colorectales, de même que l’absence d’effet du 
shARN contrôle sur l’expression de SHP1 en comparaison avec une population de cellules 
non-infectées (NI). 
L’observation des populations de cellules HCT116 et HT29 ainsi générées a 
rapidement permis de mettre en lumière une différence morphologique suivant la sous-
expression de SHP1. En effet, tant dans les HCT116 que dans les HT29, les populations non-
infectées (NI) et infectées avec un shARN contrôle (shSCR) montrent une morphologie très 
similaire (Fig. 5B, panneaux du haut et du centre). Cependant, les cellules sous-exprimant 
SHP1 (shSHP1) sont plus grosses (Fig. 5B, panneaux du bas). En effet, lorsque l’aire relative 
des cellules est mesurée, nous observons une augmentation significative de celle-ci dans les 
populations sous-exprimant SHP1 en comparaison aux cellules contrôles (Fig.5C). De façon 
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intéressante, dans l’épithélium intestinal murin déficient pour SHP1, c’est également ce qui 
est observé : l’absence d’expression de SHP1 engendre une hypertrophie des cellules 
épithéliales (Leblanc, 2015; Leblanc et al., 2017). 
 
 
Figure 5. La sous-expression de SHP1 affecte la croissance cellulaire.  
Les cellules HCT116 et HT29 ont été infectées avec un lentivirus codant pour un shARN 
dirigé contre SHP1 (shSHP1) ou un shARN contrôle d’une séquence « scrambled » (shSCR). 
A. Immunobuvardage contre SHP1 permettant de valider les populations de cellules shSCR 
et shSHP1. L’actine a servi de contrôle de charge. B. Photos en contraste de phase 
représentatives des populations de cellules HCT116 et HT29 contrôles et shSHP1. Barre de 
calibration = 20 µm. C. Aire relative des cellules HCT116 et HT29 sous-exprimant ou non 
SHP1 (n=3, **p≤0,01). Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne.  
 
Afin de mieux comprendre par quels mécanismes SHP1 pouvait modifier la 
morphologie des cellules cancéreuses colorectales, nous avons voulu déterminer des 
partenaires d’interaction de SHP1 afin d’identifier des processus cellulaires dans lesquels 
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cette phosphatase est impliquée. Pour ce faire, nous avons opté pour une approche de 
« Proximity labeling » utilisant la biotine ligase TurboID couplée à SHP1. Cette protéine de 
fusion a ensuite été exprimée dans des HCT116 FlpIn T-rex et ce, de façon inductible. La 
biotinylation a été effectuée seulement pendant 30 min, suivant 24 h d’expression de la 
protéine SHP1. Les peptides biotinylés ont ensuite été évalués par spectrométrie de masse, 
et les cibles trouvées ont été analysées avec le logiciel SAINT. Ensuite, toutes les cibles qui 
ont obtenu un score SAINT supérieur à 0,7 (101 cibles identifiées) ont été analysées par le 
logiciel Metascape (Zhou et al., 2019). Ce logiciel a permis de regrouper les interacteurs 
trouvés pour SHP1 selon les fonctions qui leur sont attribuées. Ainsi, les données obtenues 
indiquent que SHP1 serait impliqué à plusieurs niveaux dans la régulation des ARNm. 
Effectivement, parmi les 10 processus cellulaires regroupant le plus de partenaires 
d’interaction de SHP1, plusieurs sont relatifs au traitement de l’ARNm. De plus, SHP1 serait 
aussi impliquée dans la biogénèse de complexes ribonucléoprotéiques (Fig. 6). Ensemble, 
ces données nous ont suggérés que SHP1 pourrait être présent dans l’environnement des 
ribosomes en considérant que ce sont des complexes ribonucléoprotéiques et qu’évidemment 
les ARNm y sont pris en charge. Ainsi, nous nous sommes intéressés à étudier la traduction, 
d’autant plus que les changements de taille cellulaire sont souvent associés à une modulation 
de la synthèse protéique (Cai et al., 2016; Damas et al., 2016). Nous avons alors spéculé que 
potentiellement SHP1 pouvait interférer avec ce processus cellulaire. Nous avions déjà 
démontré que l’épithélium des souris Shp1CEI-KO, comparativement à celui des souris 
contrôles, présentait une forte phosphorylation de la protéine ribosomale S6 et d’AKT 
(Leblanc et al., 2017). RpS6 est bien connue pour son rôle dans le contrôle de la taille 
cellulaire, corrélant avec une hausse de la synthèse protéique (Ruvinsky et al., 2005). Dans 
un premier temps, nous avons vérifié si nos modèles de HCT116 et HT29 sous-exprimant 
SHP1 présentaient également une modulation de la phosphorylation de rpS6. Nous avons 
donc stimulé nos populations de cellules contrôles et shSHP1 avec du FBS pendant 15 min, 
suivant une privation en sérum de 18 h. Par immunobuvardage, nous avons pu observer que 
dans ces conditions, il y avait bel et bien une augmentation de 1,8X et de 1,3X de la 
phosphorylation des sérines 235 et 236, faites par la S6K, lorsque SHP1 est sous-exprimé 
chez les HCT116 et les HT29 respectivement (Fig. 7A). Nous avons également évalué la 
phosphorylation du facteur d’élongation eEF2, lui aussi régulé indirectement par la S6K via 
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eEF2K, et impliqué dans la synthèse protéique (Browne and Proud, 2004; Deng et al., 2017). 
Toujours dans les mêmes conditions de stimulation au sérum pendant 15 min suivant une 
privation de 18 h, nous avons noté une réduction de 68% et de 50% de la phosphorylation de 
eEF2 sur sa thréonine 56, connue pour réprimer ce facteur d’élongation de la traduction, chez 
respectivement les HCT116 et les HT29 (Fig. 7B). 
 
Figure 6. Processus cellulaires dans lesquels SHP1 intervient. 
Des cellules HCT116 FlpIn T-rex exprimant une protéine de fusion TurboID-SHP1 
inductible ont permis d’identifier par spectrométrie de masse différents partenaires 
d’interaction de SHP1. Les peptides identifiés ont été analysés avec le logiciel SAINT. 
Toutes les cibles ayant un SAINT score supérieur à 0,7 ont été analysées par le logiciel 
Metascape. Ce dernier a regroupé les cibles obtenues selon les fonctions pour lesquelles les 
protéines sont reconnues. Ce logiciel a généré ces groupes de cibles rassemblées selon les 
processus cellulaires dans lesquels ils opèrent. Image générée par le logiciel Metascape 
(Zhou et al., 2019). 
 
Sachant que la sous-expression de SHP1 corrélait avec une hypertrophie cellulaire, 
et sachant que deux acteurs contrôlant la synthèse protéique étaient modulés, nous nous 
sommes ensuite intéressés à mesurer la synthèse protéique dans nos populations de cellules 
sous-exprimant SHP1. Pour ce faire, nous avons utilisé la technique SUnSET qui consiste à 
incuber les cellules avec 10 µM de puromycine. Ensuite, par immunobuvardage, nous 
sommes capables de détecter la puromycine qui a intégré les peptides naissants, et l’intensité 
du patron observé permet de déterminer le taux de protéines synthétisées. De cette façon, 
nous avons observé tant dans les HCT116 que les HT29 que la puromycine est légèrement 
plus fortement détectée dans les cellules shSHP1 de 5% et de 10% respectivement, que dans 
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les cellules shSCR contrôles, et donc qu’il semble y avoir taux de synthèse protéique 
supérieur quand SHP1 est sous-exprimé. Nous avons également confirmé que chez la souris, 
l’hypertrophie cellulaire observée était aussi associée à une hausse de la synthèse protéique. 
En effet, sachant que la phosphorylation de la prS6 sur les sérines 235 et 236 est augmentée 
de 5,4X dans l’épithélium intestinal des souris Shp1CEI-KO (Leblanc et al., 2017), nous avons 
validé que la phosphorylation de eEF2 sur sa thréonine 57 est réduite de 70% (Fig. 7D), 
indiquant une hausse de son activité. Finalement, nous avons confirmé que la synthèse 
protéique était bien augmentée dans les souris Shp1CEI-KO par détection de la puromycine en 
immunobuvardage réalisé sur des enrichissements d’épithélium suivant une injection intra-
péritonéale de puromycine où nous avons noté une augmentation de 36% chez les souris 
expérimentales comparativement aux souris contrôles. (Fig. 7E).  
Ensemble, nos résultats indiquent que SHP1, tant dans l’épithélium intestinal de 
souris que dans des cellules cancéreuses colorectales humaines en culture, inhibe la 
croissance cellulaire en contrôlant notamment la synthèse protéique.  
 
SECTION 1.2 : RÉGULATION DE LA VOIE DE SIGNALISATION WNT/-CATÉNINE 
Plusieurs travaux antérieurs du laboratoire ont suggéré que SHP1 pouvait contrôler 
la croissance cellulaire, et plus précisément la prolifération, via la régulation de la voie 
Wnt/-caténine (Duchesne et al., 2003; Simoneau et al., 2011). De plus, durant ma maîtrise, 
nous avions aussi observé que la perte de SHP1 dans les cellules épithéliales intestinales chez 
la souris menait à une forte expression de la -caténine (Leblanc, 2015), suggérant une 
stabilisation de celle-ci. Nous avons voulu analyser si SHP1 était effectivement un régulateur 
important de l’activation de la voie de signalisation Wnt/-caténine et ce, à l’aide de notre 
modèle murin invalidé pour SHP1 dans les CEIs.  
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Figure 7. SHP1 contrôle la synthèse protéique. 
A. Des cellules contrôles (shSCR) et sous-exprimant SHP1 (shSHP1) ont été privées en FBS 
pendant 18 h, pour être stimulées pendant 15 min avec du FBS, puis lysées. La 
phosphorylation de rpS6 sur les sérines 235/236 a été détectée par immunobuvardage, de 
même que les niveaux totaux de SHP1 et de rpS6. L’actine a servi de contrôle de charge. B. 
Les cellules ont été traitées de la même façon que décrit ci-haut. La phosphorylation de eEF2 
sur la thréonine 57 a été détectée par immunobuvardage, de même que les niveaux totaux de 
SHP1 et de eEF2. L’actine a servi de contrôle de charge. C. Les populations de HCT116 et 
de HT29 contrôles (shSCR) et sous-exprimant SHP1 (shSHP1) ont été incubées pendant 1 h 
avec 10 µM de puromycine. La puromycine a ensuite été détectée par immunobuvardage. 
L’actine a servi de contrôle de charge. D. Les phosphorylations de la rpS6 et de eEF2 ont été 
évaluées par immunobuvardage sur des enrichissements d’épithéliums de jéjunum de souris 
contrôles et Shp1CEI-KO de 6 sem. Les niveaux totaux de rpS6 et de eEF2 ont aussi été évalués. 
L’actine a servi de contrôle de charge. E. Des souris contrôles et Shp1CEI-KO ont reçu une 
injection intrapéritonéale de 4 µL/g de 10 mM de puromycine (pour avoir environ 1 µmol de 
puromycine par souris), 30 min avant l’euthanasie. La puromycine a été détectée par 
immunobuvardage sur un enrichissement d’épithélium intestinal. L’actine a servi de contrôle 
de charge. 
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1.2.1 Hausse du niveau total et non phosphorylé de la -caténine dans 
l’épithélium intestinal des souris Shp1CEI-KO.  
Afin de déterminer si la perte de SHP1 était capable d’induire une hyperactivation de 
la signalisation Wnt/-caténine, nous avons d’abord évalué les niveaux d’expression 
protéique de la -caténine, de même que de sa forme dite active, soit sa forme non 
phosphorylée sur les résidus sérine 33/37 et thréonine 41, et donc non ciblée pour dégradation 
dans le protéasome. Nous avons ainsi observé une hausse de 2,4X du niveau d’expression 
protéique total de la -caténine dans des enrichissements d’épithélium de nos souris 
expérimentales, de même qu’une augmentation de 2,2X de sa forme active (Fig. 8A), ce qui 
suggère qu’il y aurait moins de dégradation de la -caténine suivant la perte de SHP1. Nous 
avions déjà montré que la voie PI3K/AKT/mTOR était hyperactivée dans notre modèle de 
souris Shp1CEI-KO (Leblanc, 2015; Leblanc et al., 2017). Nous nous sommes donc intéressés 
à évaluer la phosphorylation inhibitrice sur la sérine 9 de la GSK3, connue pour être 
effectuée notamment par AKT (Cross et al., 1995). De façon intéressante, nous avons noté 
une augmentation de 3X de la phosphorylation de GSK3 sur la sérine 9 dans l’épithélium 
des souris Shp1CEI-KO comparativement aux souris contrôles (Fig. 8B). De plus, nous avons 
observé une hausse de 3,8X de la phosphorylation de la sérine 552 de la -caténine, connue 
elle aussi pour être médiée par AKT, et qui modulerait à la hausse son activité 
transcriptionnelle (Fang et al., 2007). Ces résultats semblent donc indiquer que la 
stabilisation de la -caténine observée pourrait, au moins en partie, provenir de l’activation 
de la voie PI3K/AKT. 
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Figure 8. La perte d’expression de SHP1 dans l’épithélium intestinal mène à une 
augmentation du niveau d’expression de la -caténine dans le jéjunum de souris. 
A. L’expression de la -caténine et de sa forme active, ont été évaluées par 
immunobuvardage, fait sur des extraits d’enrichissement d’épithéliums de jéjunums de 
souris âgées de 6 sem. L’actine a servi de contrôle de charge. B. Les niveaux de -caténine, 
de sa forme phosphorylée sur la sérine 552, et de la forme phosphorylée de la GSK3 sur la 
sérine 9 ont été évalués par immunobuvardage sur des extraits d’enrichissement 
d’épithéliums de jéjunums de souris âgées de 6 sem.  
 
1.2.2 Hausse de l’expression et de l’activité transcriptionnelle de la -caténine 
dans le noyau des CEIs des souris Shp1CEI-KO  
Par la suite, nous avons voulu valider si la voie Wnt/-caténine était bel et bien 
hyperactivée suivant la perte de SHP1 dans les CEIs. Pour que cette voie de signalisation 
soit considérée comme étant activée, il faut que la -caténine transloque au noyau, lie son 
partenaire transcriptionnel de la famille TCF et transcrive des gènes cibles. C’est ce que nous 
avons donc évalué ensuite à l’aide d’un fractionnement cytoplasme-noyau réalisé sur des 
extraits d’enrichissement de cryptes de souris. Nous avons pu ainsi observer que la quantité 
de -caténine cytoplasmique et nucléaire chez les souris contrôles était relativement 
similaires (Fig.10A les pistes 1 à 3 comparées aux pistes 7 à 9, B). De manière très 
intéressante, nous avons aussi noté que la quantité de -caténine cytoplasmique était 
significativement inférieure de 43% dans les extraits provenant des souris expérimentales, 
comparativement à ceux des souris contrôles (Fig. 9A pistes 1 à 3 comparées aux pistes 4 à 
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6, B). À l’inverse, nous avons noté une augmentation significative de 2,9X% de la quantité 
de -caténine nucléaire dans les extraits nucléaire provenant des souris expérimentales en 
comparaison avec les extraits cytoplasmiques de ces mêmes souris (Fig. 9A pistes 4 à 6 
comparées aux pistes 10 à 12, B), de même qu’une augmentation significative de 72% de la 
quantité de -caténine nucléaire chez les souris expérimentales comparativement aux souris 
contrôles (Fig. 9A pistes 7 à 9 comparées aux pistes 10 à 12, B). Le fractionnement cyto-
noyau illustre donc une relocalisation importante de la -caténine vers le noyau des cellules 
qui composent les cryptes chez les souris Shp1CEI-KO. Cette observation a également été 
confirmée par une immunohistochimie dirigée contre la -caténine, où elle apparait plus 
nucléaire dans les cellules prolifératives des souris expérimentales que chez leurs contrôles 
(Fig. 9C, flèches blanches) en plus d’être normalement nucléaire dans les cellules de Paneth 
localisées tout au fond des cryptes (Fig. 9C, flèches noires).  
Finalement, pour confirmer que la voie de signalisation Wnt/-caténine est bien 
hyperactivée dans les CEIs des souris Shp1CEI-KO, nous avons analysé par qPCR l’expression 
de gènes cibles spécifiques de cette voie, et qui sont aussi connus pour être impliqués dans 
le maintien des cryptes (Batlle et al., 2002; Blache et al., 2004). Ainsi, nous avons noté que 
Sox9 et EphB3 sont tous les deux significativement plus exprimés chez les souris Shp1CEI-KO 
que chez les souris contrôles (Fig.9D). 
Mis ensemble, ces résultats indiquent que la perte d’expression de SHP1 dans les 
CEIs entraîne effectivement une hyperactivation de la voie de signalisation Wnt/-caténine. 
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Figure 9. La perte d’expression de SHP1 dans l’épithélium intestinal mène à une 
hyperactivation de la voie Wnt/-caténine dans le jéjunum de souris. 
A. Un fractionnement cyto-noyau a été effectué sur des enrichissements de cryptes pour 
évaluer la quantité de -caténine cytoplasmique et nucléaire. La -caténine a été observée 
par immunobuvardage. La lamine B a servi de contrôle pour l’enrichissement nucléaire. Mek 
a servi de contrôle l’enrichissement cytoplasmique. La pompe Na+/K+ permet de visualiser 
l’enrichissement de la fraction membranaire. B. Quantification de l’expression de la 
-caténine dans le fractionnement cyto-noyau (*p≤0,05; ***p≤0,001). Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne. C. La localisation de la -caténine est observée par 
immunohistochimie sur des coupes de jéjunum moyen de souris âgées de 6 sem. Barre de 
calibration = 20 µm. Flèches noires = noyau de cellules de Paneth marqués pour la 
-caténine. Flèches blanches = noyau de cellules progénitrices prolifératives marqués pour 
la -caténine. D. Abondance relative évaluée par qPCR de Sox9 (n≥14) et de EphB3 (n≥9 ) 
dans des extraits enrichis d’épithéliums de jéjunum. L’abondance relative a été normalisée 
sur les gènes Txnl4b, Pum1 et Tbp (*p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001). Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne.  
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SECTION 1.3 : ALTÉRATION DES CELLULES SOUCHES DANS L’ÉPITHÉLIUM DES 
SOURIS SHP1CEI-KO 
Sachant que la voie Wnt/-caténine est connue pour son rôle crucial dans le maintien 
et la prolifération des cellules souches intestinales (Kretzschmar and Clevers, 2017; Mah et 
al., 2016), nous nous sommes intéressés à déterminer si SHP1 était capable d’affecter ce type 
cellulaire particulier via son action sur la voie Wnt/-caténine.  
1.3.1 La perte de SHP1 affecte la population de cellules souches 
Dans un premier temps, nous avons évalué l’expression de différents gènes exprimés 
dans les cellules souches. Nous avons notamment analysé l’expression en qPCR de Dclk1 et 
Ascl2, deux gènes cibles de la voie Wnt/-caténine, qui sont respectivement des marqueurs 
de cellules Tuft, dont une sous-population contribue au maintien de la niche des cellules 
souches, et un facteur de transcription impliqué dans le maintien de l’identité de ces cellules 
souches (Middelhoff et al., 2017; Schuijers et al., 2015; Westphalen et al., 2017; Yan and 
Kuo, 2015). De façon intéressante, nous avons noté une augmentation significative de 
l’expression de ces deux gènes chez les souris Shp1CEI-KO comparativement aux souris 
contrôles (Fig. 10A). Ces résultats permettent par le fait même de confirmer que des gènes 
cibles de la voie Wnt/-caténine sont plus transcrits, et donc que cette signalisation est plus 
activée suivant la perte de SHP1 dans les CEIs. Nous avons aussi évalué par qPCR 
l’expression de Olfm4 et de Bmi1, deux marqueurs des populations de cellules souches (van 
der Flier et al., 2009; López-Arribillaga et al., 2015) mais qui sont plutôt des gènes cibles de 
la voie NOTCH (López-Arribillaga et al., 2015; VanDussen et al., 2012). Nous n’avons noté 
aucune modulation de l’expression de ces deux gènes (Fig. 10B), suggérant que le niveau 
d’activation de cette voie n’est probablement pas affecté par la perte d’expression de SHP1 
dans l’épithélium intestinal. Néanmoins, nous avons réalisé une immunohistochimie contre 
OLFM4 (Fig. 10C) qui est souvent utilisé pour visualiser les cellules souches. De façon 
surprenante, une hausse de près de 20% du nombre de cellules positives pour la protéine 
OLFM4 a été notée chez les souris expérimentales comparativement aux contrôles (Fig. 
10D). 
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Figure 10. L’activité des cellules souches intestinales est affectée par l’absence de SHP1. 
A-B. Abondance relative évaluée par qPCR de Dclk1, Ascl2, Olfm4 et Bmi1 dans des 
extraits enrichis d’épithéliums de jéjunum de souris âgées de 6 sem. L’abondance relative a 
été normalisée sur les gènes Txnl4b, Pum1 et Tbp (n≥6). C. Immunohistochimie contre 
OLFM4 réalisée sur des coupes de jéjunum moyen de souris de 6 sem. Barre de calibration 
= 20 µm. D. Décompte du nombre de cellules positives pour OLFM4 par crypte. Au moins 
9 cryptes ont été comptées par souris (n=6). Les barres d’erreur représentent l’erreur type 
de la moyenne. *p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001.  
 
1.3.2 Les organoïdes des souris Shp1CEI-KO se développent anormalement 
Afin de mieux déterminer si la perte de SHP1 affecte l’activité des cellules souches 
de l’intestin grêle murin, nous nous sommes tournés vers un modèle ex vivo, soit la culture 
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d’organoïdes. Des cryptes de jéjunum de souris contrôles et de souris Shp1CEI-KO ont donc 
été isolées puis ensemencées dans du Matrigel, et leur développement a été suivi 
quotidiennement. Le développement normal d’un organoïde mène à la formation de 
ramifications autour du corps des organoïdes. Ces ramifications récapitulent les cryptes de 
l’intestin grêle. En effet, aux extrémités de ces ramifications se trouvent les cellules souches 
et les cellules de Paneth, suivies des cellules progénitrices prolifératives. Le corps de 
l’organoïde quant à lui est composé des cellules épithéliales intestinales différenciées, 
comme le serait normalement composée une villosité. Évidemment, ces cellules 
différenciées proviennent des cellules prolifératives des ramifications qui migrent et de 
différencient vers les villosités, de la même façon que les cellules le font dans un axe crypte-
villosité dans un intestin (Short et al., 2017). À 5 jours suivant leur ensemencement, nous 
avons observé une baisse significative du nombre de ramifications chez les organoïdes 
invalidés pour SHP1 en comparaison avec les organoïdes contrôles (Fig. 11A, B). Cette 
différence pouvant provenir d’un problème lors de l’ensemencement, nous avons évalué si 
les organoïdes contrôles et Shp1CEI-KO débutaient leur croissance sur une base égale. L’aire 
relative des organoïdes a ainsi été mesurée le lendemain de leur ensemencement (Fig. 11C). 
De façon intéressante, aucune différence significative quant à l’aire relative des organoïdes 
contrôles et Shp1CEI-KO n’a été observé (Fig. 11D), indiquant que la perte de SHP1 n’interfère 
pas avec l’isolement et l’ensemencement des organoïdes. Nous nous sommes également 
intéressés à déterminer si le problème de développement des ramifications observé provenait 
d’un problème de survie engendré par la perte de SHP1. Cependant, encore une fois, aucune 
différence significative n’a été observée (Fig. 11E). Finalement, nous avons évalué la 
prolifération par incorporation d’EdU, et étonnamment, nous avons observé une 
augmentation significative du nombre de cellules EdU positives par crypte (Fig. 11F-G), 
indiquant que la perte de SHP1 dans les organoïdes d’intestin grêle mène bien à une hausse 
de la prolifération cellulaire. 
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Figure 11. Le développement d’organoïdes d’intestin grêle est altéré par l’absence de 
SHP1 dans les cellules épithéliales intestinales. 
A. Photos en contraste de phase représentatives d’organoïdes de jéjunum de souris de 8 sem, 
5 jours post-ensemencement. Barre de calibration = 50 µm. B. Graphique représentatif de 3 
expériences indépendantes du nombre de ramifications présentes par organoïde. Au moins 
40 organoïdes ont été comptés. C. Photos en contraste de phase représentatives d’organoïdes 
de jéjunum de souris de 8 sem, au lendemain de leur ensemencement. Barre de 
calibration = 50 µm. D. Mesure de l’aire relative des organoïdes au lendemain de leur 
ensemencement. Au moins 10 organoïdes ont été mesurés (n=4). E. La viabilité des 
organoïdes a été évaluée à 5 jours post-ensemencement (n=3). F. Photo représentative 
d’organoïdes de jéjunum de souris de 8 sem suivant 1h d’incorporation à l’EdU. Barre de 
calibration = 50 µm. G. Décompte du nombre de cellules EdU positives par ramification. Au 
moins 17 ramifications ont été comptées par condition. (n=3, *p≤0,05). Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne.  
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1.3.3 Une hyperactivation de la voie Wnt/-caténine est responsable du 
phénotype des organoïdes Shp1CEI-KO  
Considérant le nombre réduit de ramifications à la surface de organoïdes invalidés 
pour SHP1, nous avons d’abord suspecté un retard de croissance. Cependant, les organoïdes 
Shp1CEI-KO sont hyperprolifératifs, rappelant la légère hausse de la prolifération cryptale déjà 
observée chez les souris Shp1CEI-KO comparées aux souris contrôles (Leblanc et al., 2017). 
De façon intéressante, il est connu que des organoïdes traités avec du WNT3 exogène 
(Fenderico et al., 2019; Rodríguez-Colman et al., 2017) ou des organoïdes de souris 
présentant une hyperactivation de la voie Wnt/-caténine (Onuma et al., 2013) vont présenter 
une hyperprolifération cellulaire avec peu de ramifications. Considérant que la perte de 
SHP1 dans les CEIs chez la souris induit une hausse de l’activation de la voie 
Wnt/-caténine, nous nous sommes intéressés à moduler le niveau d’activation de cette voie 
dans nos organoïdes afin de voir si on pouvait rétablir un « phénotype » normal. Pour 
permettre la croissance des organoïdes, le milieu de culture utilisé est supplémenté avec 
différents produits, dont la R-Spondine, que nous utilisons normalement à 10%. La 
R-Spondine active fortement la voie Wnt/-caténine dans les cellules souches (Carmon et 
al., 2011; Ruffner et al., 2012). Nous avons donc réduit à 5% la quantité de R-Spondine 
présente dans notre milieu de culture. Sans surprise, la culture d’organoïdes contrôles avec 
seulement 5% de R-Spondine affecte leur développement, tel qu’observé par la diminution 
du nombre de ramifications (Fig. 12A, panneaux du bas). Cependant, de façon très 
intéressante, le développement des organoïdes Shp1CEI-KO semble restauré au même niveau 
que les organoïdes contrôles cultivés en milieu 10% R-Spondine (Fig. 12A). Le tout a été 
validé par un décompte du nombre de ramifications composant les organoïdes (Fig. 12B). 
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Figure 12. L’hyperactivation de la voie Wnt/-caténine est responsable de l’altération 
du développement des organoïdes déficients pour l’expression de SHP1. 
A. Photos en contraste de phase représentatives d’organoïdes de jéjunums de souris de 8 sem, 
5 jours post-ensemencement, cultivés avec du milieu supplémenté à 10% ou 5% R-Spondine. 
Barre de calibration = 50 µm. B. Le nombre de ramifications par organoïde a été calculé et 
comparé en fonction du pourcentage de R-Spondine présente dans le milieu de culture. 
Graphique représentatif de 3 expériences indépendantes (*p≤0,05; ***p≤0,001). 
 
Mis ensemble, tous ces résultats indiquent que la perte de SHP1 dans l’épithélium 
intestinal est un régulateur important de son homéostasie. En effet, SHP1 régule la synthèse 
protéique et la croissance cellulaire. De plus c’est un régulateur négatif de la voie 
Wnt/-caténine, interférant ainsi avec l’activité des cellules souches. 
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Chapitre 2 : Implication de SHP1 dans le cancer colorectal et 
l’inflammation intestinale 
 
Considérant son impact sur l’homéostasie intestinale, il ne serait pas surprenant que 
SHP1 puisse être impliqué dans le développement et/ou la progression de certaines maladies 
relatives à l’intestin, et plus précisément à l’épithélium intestinal. Nous avons donc vérifié 
l’implication potentielle de SHP1 dans le développement du cancer colorectal et de 
l’inflammation intestinale. 
 
SECTION 2.1 : LE CANCER COLORECTAL 
SHP1 est une tyrosine phosphatase connue comme étant un suppresseur de tumeur 
dans différents types de cancers, notamment les lymphomes et les hépatocarcinomes (Wen 
et al., 2018; Wu et al., 2003b; Zhang et al., 2005). Considérant le rôle que semble avoir SHP1 
dans l’épithélium intestinal relativement au contrôle de la voie Wnt/-caténine, une voie 
cruciale dans le développement du cancer colorectal (Deitrick and Pruitt, 2016; Morin et al., 
1997), nous nous sommes intéressés à approfondir le rôle de SHP1 dans ce type de cancer. 
2.1.1 L’expression de PTPN6 est réduite dans le cancer colorectal 
D’abord, nous avons évalué par qPCR l’expression de PTPN6, le gène qui code pour 
SHP1, dans 48 tumeurs colorectales humaines pairées de différents stades provenant notre 
biobanque locale (directrice : Dre Julie Carrier). Nous avons ainsi observé que le niveau des 
transcrits de PTPN6 était significativement réduit dans les adénomes et les tumeurs de stade 
2 par rapport à leur marge saine (Fig. 13A). Cependant, lorsque l’expression de PTPN6 est 
directement comparée entre une tumeur et celle de sa marge saine pairée, nous observons 
que dans la grande majorité des tumeurs, nous observons une réduction de l’expression de 
PTPN6 par rapport à sa marge saine. Au global, une réduction significative de PTPN6 est 
observée dans les tumeurs colorectales, tous stades confondus (Fig. 13B). Pour étendre notre 
échantillonnage, nous avons utilisé l’interface TCGA-Wanderer afin d’examiner 262 
tumeurs colorectales dont les données de séquençage sont publiquement disponibles. Nous 
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avons là aussi observé que l’expression de PTPN6 est significativement réduite dans les 
adénocarcinomes colorectaux comparativement aux tissus normaux (Fig. 13C). 
 
 
 
Figure 13. L’expression de PTPN6 est réduite dans les tumeurs colorectales. 
A. L’expression relative de PTPN6 a été évaluée par qPCR dans des marges et des tumeurs 
colorectales humaines à différents stades. Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la 
moyenne (n=48). B. L’expression de PTPN6 dans chaque tumeur colorectale est comparée 
avec son expression dans la marge de résection saine pairée, prélevée du même patient 
(n=48). L’abondance relative a été normalisée sur les gènes FLT3LG, MRPL19 et PUM1. C. 
L’expression de PTPN6 dans 262 tumeurs colorectales humaines et 7 tissus sains est tirée de 
la base de données publique disponible de TCGA (**p≤0,01; ***p≤0,001). 
 
2.1.2 Impact de SHP1 sur la croissance de cellules cancéreuses colorectales 
Nous nous sommes ensuite intéressés à déterminer l’impact de la diminution 
d’expression de SHP1 sur la prolifération des cellules cancéreuses déjà établies. Nous avons 
donc utilisé les populations de HCT116 et de HT29 infectées avec un shARN contrôle 
(shSCR) ou un shARN ciblant SHP1 (shSHP1). La prolifération de ces populations de 
cellules a été évaluée par une incorporation d’EdU, précédée par une privation en FBS de 
18 h et suivie d’une stimulation au FBS de 1 h. Étonnamment, la prolifération des HCT116 
et des HT29 n’a pas été affectée par la baisse d’expression de SHP1 puisqu’aucune différence 
significative dans le pourcentage de cellules EdU positives n’a été observée (Fig. 14A-D). 
Nous nous sommes par la suite intéressés à déterminer si les propriétés tumorales de ces 
cellules pouvaient être modulées par l’expression de SHP1. Des essais de croissance en 
M
a
rg
e
s
T
u
m
e
u
rs
M
a
rg
e
s
T
u
m
e
u
rs
M
a
rg
e
s
T
u
m
e
u
rs
M
a
rg
e
s
T
u
m
e
u
rs
M
a
rg
e
s
T
u
m
e
u
rs
0 .0
0 .5
1 .0
1 .5
2 .0
2 .5
P T P N 6
E
x
p
r
e
s
s
io
n
 r
e
la
ti
v
e
A d é n o m e S ta d e  1 S ta d e  2 S ta d e  3 S ta d e  4
* *
* *
M
a
rg
e
s
T
u
m
e
u
rs
0
1
2
3
A
b
o
n
d
a
n
c
e
 r
e
la
ti
v
e
***
P T P N 6
A B C
Normal
n=41
Tumeurs
n=262
PTPN6 (TCGA)
***
Lo
g2
 (
n
o
rm
al
is
é)
11,5
11,0
10,5
10,0
9,5
9,0
8,5
8,0
70 
 
indépendance d’ancrage ont donc été réalisés sur les populations de HCT116 et de HT29 
contrôles ou sous-exprimant SHP1. Le nombre de colonies qui se sont formées suivant 
l’ensemencement de cellules en agarose mou indique que la baisse d’expression de SHP1 
augmente la capacité des cellules cancéreuses colorectales à croître en indépendance 
d’ancrage. En effet, une augmentation significative du nombre de colonies a été notée dans 
les cellules sous-exprimant SHP1, tant dans les HCT116 que les HT29 (Fig. 15A-D). Ces 
résultats nous suggèrent donc que la baisse d’expression de SHP1 ne semble pas suffisante 
à accélérer la prolifération de cellules cancéreuses colorectales, mais est tout de même 
suffisante pour moduler la croissance en indépendance d’ancrage.  
 
 
 
Figure 14. La prolifération des cellules cancéreuses colorectales n’est pas affectée par 
l’expression de SHP1. 
A-D. La prolifération est observée par la détection d’EdU en fluorescence suivant 1h 
d’incorporation sur des populations de HCT116 (A) et de HT29 (B) contrôles ou sous-
exprimant SHP1. Barre de calibration = 100 µm. Le pourcentage de cellules prolifératives 
(EdU positives) a été calculé pour les HCT116 (C) et les HT29 (D) (n=3). Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne. 
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Figure 15. La sous-expression de SHP1 dans des cellules cancéreuses augmente leur 
potentiel à croître en indépendance d’ancrage. 
A-D. Des populations de HCT116 (A) et de HT29 (B) contrôles ou sous-exprimant SHP1 
ont été ensemencées en agarose mou pour évaluer leur capacité à former des colonies en 
indépendance d’ancrage. Les colonies formées en indépendance d’ancrage ont été 
dénombrées pour les HCT116 (C) et les HT29 (D). Graphiques représentatifs de 3 
expériences indépendantes par lignée de cellules (n=3. ***p≤0,001). Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne. 
 
2.1.3 Les souris Shp1CEI-KO ne forment pas de tumeurs avec l’âge 
Afin de mieux déterminer si SHP1 est un suppresseur de tumeur dans l’épithélium 
intestinal, nous avons laissé vieillir une cohorte de souris contrôles et de souris Shp1CEI-KO 
jusqu’à 15 mois. Lors de l’euthanasie des animaux, aucune tumeur n’a été observée chez les 
souris mutantes. Nous avons néanmoins vérifié si les souris Shp1CEI-KO âgées de 15 mois 
exhibaient le même phénotype que celui que nous avions caractérisé à 6 semaines. La 
principale altération phénotypique observée chez les souris Shp1CEI-KO est 
l’intestinalomégalie qui se développe rapidement (Leblanc et al., 2017). À 15 mois, nous 
avons constaté que cette intestinalomégalie était toujours observée. En effet, le poids de 
l’intestin grêle, de même que le ratio poids/longueur d’intestin est encore significativement 
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plus élevé chez les souris expérimentales que chez les souris contrôles, et ce même si la 
longueur de l’intestin n’est pas significativement augmentée (Fig. 16A-C). De plus, les souris 
Shp1CEI-KO à 15 mois présentent également une augmentation de la hauteur des cryptes dans 
le jéjunum (Fig. 16D et F). Nous avions également caractérisé que les souris invalidées pour 
SHP1 dans les CEIs présentaient des altérations dans la différenciation cellulaire. De façon 
similaire aux souris âgées de 6 semaines, les souris expérimentales de 15 mois présentent un 
nombre accru de cellules caliciformes (Fig. 16E et G), de même qu’une augmentation du 
nombre de cellules de Paneth positives au lysozyme (Fig. 16H et I). Ces observations nous 
suggèrent donc que le phénotype d’intestinalomégalie et de différenciation associée à la perte 
de SHP1 dans l’épithélium intestinal est conservé avec l’âge. Par la suite, nous avons évalué 
la prolifération cellulaire par immunohistochimie contre Ki67 car nous avons suspecté que 
la perte de SHP1 dans les CEIs n’était peut-être plus suffisante pour maintenir 
l’hyperprolifération cryptale à 15 mois. Effectivement, aucune différence significative du 
nombre de cellules positives au Ki67 n’a été observée entre les souris contrôles et les souris 
Shp1CEI-KO (Fig. 17A-B). Nous avons également réalisé une immunohistochimie contre la 
-caténine afin d’observer son expression et sa localisation, et contrairement aux souris à 
6 semaines, les souris expérimentales de 15 mois ne présentent pas d’augmentation de la 
-caténine nucléaire dans les cellules progénitrices prolifératives lorsque comparées aux 
souris contrôles (Fig. 17C). Cette dernière observation suggère que des mécanismes de 
compensation se sont probablement installés pour maintenir un niveau d’activation 
acceptable de la signalisation Wnt/-caténine dans les cellules épithéliales intestinales 
invalidées pour SHP1. Ainsi, l’absence d’hyperprolifération ainsi que de -caténine 
nucléaire pourraient expliquer l’absence de développement de tumeurs intestinales chez les 
souris Shp1CEI-KO. 
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Figure 16. Le phénotype intestinal des souris Shp1CEI-KO est maintenu à 15 mois. 
A. La longueur de l’intestin grêle a été mesurée (n≥5). B. Le poids de l’intestin grêle a été 
mesuré (n≥5). C. Le ratio du poids de l’intestin sur sa longueur a été calculé (n≥5). D. 
L’architecture du jéjunum moyen est observée par une coloration à l’hématoxyline et éosine. 
Barre de calibration = 50 µm. E. Les cellules caliciformes dans le jéjunum moyen sont 
colorées à l’Alcian Bleu. Barre de calibration = 50 µm. F. La hauteur des cryptes du jéjunum 
a été mesurée sur au moins 20 cryptes par souris (n=5). G. Le nombre de cellules Alcian 
Bleu positives par crypte a été calculé sur au moins 8 cryptes par souris (n=5). H. 
Immunohistochimie contre le lysozyme pour visualiser les cellules de Paneth. Barre de 
calibration = 20 µm. I. Le nombre de cellules lysozyme positives par crypte a été compté sur 
au moins 10 cryptes par souris. (n=5, *p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001). Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne. 
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Figure 17. La perte de SHP1 dans l’épithélium intestinal ne semble plus induire 
d’hyperprolifération cryptale ou de hausse de la -caténine nucléaire chez des souris 
âgées de 15 mois. 
A. La prolifération a été évaluée par immunohistochimie contre Ki67 sur des coupes 
histologiques de jéjunum moyen. Barre de calibration = 20 µm. B. Le nombre de cellules 
Ki67 positives par crypte a été calculé sur au moins 10 cryptes par souris (n=5). Les barres 
d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. C. La localisation de la -caténine a été 
évaluée par immunohistochimie sur des coupes histologiques de jéjunums de souris âgées de 
15 mois. Barre de calibration = 20 µm. 
 
2.1.4 La perte de SHP1 dans les CEIs des souris ApcMin/+ exacerbe la polypose 
Nous nous sommes intéressés par la suite au modèle de souris ApcMin/+. Ces souris 
forment spontanément des tumeurs intestinales communément appelées polypes (Moser et 
al., 1990; Su et al., 1992). Ainsi, nous avons croisé les souris ApcMin/+ avec les souris 
Shp1CEI-KO pour obtenir des souris Shp1CEI-KO;ApcMin/+. À 3 mois, nous avons dénombré la 
quantité de polypes présents dans tout l’intestin grêle et dans le côlon. De façon intéressante, 
une augmentation significative du nombre de polypes présentes dans l’intestin grêle est 
observée chez les souris Shp1CEI-KO;ApcMin/+comparativement aux souris ApcMin/+ contrôles 
(Fig. 18A); aucune différence significative n’a été cependant observée au niveau du côlon 
(Fig. 18B). De plus, une légère différence au niveau de la taille des polypes intestinaux est 
observée. En effet, lorsque les polypes sont regroupés selon leur taille, une augmentation 
significative du nombre de polypes de plus de 2 mm est notée chez les souris 
Shp1CEI-KO;ApcMin/+, sans toutefois obtenir de significativité à d’autres tailles (Fig. 18C). Ces 
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données indiquent donc que la perte d’expression dans les CEIs de SHP1 chez les souris 
ApcMin/+ exacerbe la polypose et potentiellement la progression de certains polypes. 
Mis ensemble tous ces résultats montrent que SHP1 régule négativement la 
tumorgénèse intestinale sans toutefois pouvoir être considéré comme un suppresseur de 
tumeur puisque la perte de son expression ne suffit pas à elle seule à induire la formation de 
tumeurs. Tout de même, la perte d’expression de SHP1 dans l’épithélium intestinal est 
capable d’augmenter la polypose induite par la perte d’hétérozygotie de Apc, un des 
principaux gènes suppresseurs de tumeurs dans l’intestin, et d’augmenter le potentiel de 
croissance en indépendance d’ancrage des cellules cancéreuses. 
 
 
Figure 18. La perte de SHP1 dans les cellules épithéliales intestinales des souris ApcMin/+ 
exacerbe le développement de la polypose dans l’intestin grêle. 
Les polypes présents dans l’intestin grêle (A) ou dans le côlon (B) ont été dénombrés. C. Les 
polypes intestinaux ont été classés par taille et représentés en pourcentage de polypes 
présents dans chacune de ces catégories (n=9, *p≤0,05; **p≤0,01). Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne. 
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SECTION 2.2 : L’INFLAMMATION INTESTINALE 
Les souris Motheaten et Motheaten viable expriment chacun une mutation perte-de-
fonction de SHP1, et sont grandement connues pour leur phénotype d’inflammation 
généralisée spontanée (Abram et al., 2013; Green and Shultz, 1975). Aussi, la délétion de 
SHP2 dans l’épithélium intestinal, une phosphatase qui possède 55% d’homologie de 
séquence avec SHP1 (Craggs and Kellie, 2001), mène au développement spontané d’une 
inflammation intestinale de type colite (Coulombe et al., 2013; Yamashita et al., 2014). Ces 
données de la littérature suggèrent donc que la perte de SHP1 dans l’épithélium intestinal 
pourrait potentiellement perturber le maintien de l’homéostasie inflammatoire de l’intestin. 
Cependant, nous n’avons observé aucun signe d’inflammation intestinale lors des 
caractérisations histologiques, biochimiques et macroscopiques des souris Shp1CEI-KO. 
2.2.1 La susceptibilité du côlon au DSS n’est pas modulée par SHP1 
Considérant que les souris Shp1CEI-KO présentent certaines altérations phénotypiques 
dans leur intestin grêle, nous avons décidé de vérifier si l’absence de SHP1 altérait également 
la sensibilité de l’épithélium intestinal à un stress. Nous avons ajouté dans l’eau de boisson 
des souris 2,25% de Dextran sulfate de sodium (DSS) et ce, pendant 7 jours. Le DSS est un 
détergent de haut poids moléculaire capable d’induire l’apoptose des colonocytes (Whittem 
et al., 2010), ce qui engendre une inflammation colique. Nous avons observé 
quotidiennement les souris pour évaluer leur état de santé et déterminer leur poids. La figure 
18A montre la courbe de poids des souris contrôles et expérimentales par rapport à leur poids 
initial. Nous pouvons y voir que les souris Shp1CEI-KO ont perdu significativement plus de 
poids que les souris contrôles, ce qui pourrait suggérer que ces souris sont plus sensibles à 
l’ingestion de DSS. Cependant, lors de l’euthanasie des animaux aucune différence 
significative de « l’indice de la maladie » n’a été observée (Fig. 19B). L’indice de la maladie 
prend en compte les signes macroscopiques du développement d’une colite tels que la dureté 
du côlon, la présence de sang dans les fèces, la dureté des fèces et la présence de saignement 
rectaux. Afin d’évaluer les dommages à la muqueuse du côlon suivant le traitement au DSS, 
le score histologique des souris a été aussi évalué à partir de coupes histologiques. Le calcul 
de ce score est basé sur l’étendue des dommages de la muqueuse, l’infiltration de cellules 
immunitaires, l’épaississement de la musculeuse, la présence d’abcès de cryptes et la perte 
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de cellules caliciformes. Encore une fois, cependant, aucune différence significative n’a été 
observée entre les souris contrôles et les souris Shp1CEI-KO (Figure 19C-D). Pris ensemble, 
ces résultats suggèrent que les souris contrôles et les souris expérimentales développent une 
colite similaire en réponse au DSS. 
 
 
 
Figure 19. La perte de SHP1 dans l’épithélium intestinal ne module pas la sensibilité 
des souris à développer une colite en réponse au DSS. 
Les souris Shp1CEI-KO et contrôles ont été traitées pendant 7 jours au DSS 2,25% dissout dans 
leur eau de boisson. A. Un suivi quotidien du poids des souris normalisé sur leur poids initial 
a été fait (n=16, *p≤0,05, **p≤0,01). B. L’index de sévérité de la maladie a été évalué lors 
de l’euthanasie en fonction de la dureté du côlon, de la dureté des fèces, de la présence de 
saignements rectaux et de la présence de sang dans les fèces (n=16). C. Le score histologique 
a été évalué à partir des coupes histologiques et basé sur l’étendue des dommages de la 
muqueuse, l’infiltration de cellules immunitaires, l’épaississement de la musculeuse, la 
présence d’abcès de cryptes et la perte de cellules caliciformes (n=16). D. Coloration à 
l’hématoxyline et éosine de coupes histologiques de côlon. Barre de calibration = 50 µm. 
Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne.  
 
Considérant l’effet de SHP1 sur la voie Wnt/-caténine et l’importance de celle-ci 
sur le renouvellement et la réparation tissulaire (Karin and Clevers, 2016), nous avons pensé 
que la perte de SHP1 pourrait plutôt affecter la vitesse de régénération de l’épithélium suite 
à l’exposition au DSS. Pour évaluer ceci, nous avons donc traité des souris contrôles et 
expérimentales avec du DSS 1,75% pendant 7 jours, puis nous les avons laissé récupérer 
pendant 14 jours, durant lesquels le DSS a été retiré de l’eau de boisson. Encore une fois, 
J
o
u
r  
0
J
o
u
r  
1
J
o
u
r  
2
J
o
u
r  
3
J
o
u
r  
4
J
o
u
r  
5
J
o
u
r  
6
J
o
u
r  
7
8 5
9 0
9 5
1 0 0
1 0 5
1 1 0
J o u rs  d e  t ra ite m e n t
P
o
u
r
c
e
n
ta
g
e
 d
u
 p
o
id
s
 i
n
it
ia
l
C o n trô le s
S h p 1
C E I-K O
*
* *
C o n trô le s  S h p 1
C E I-K O
0
2
4
6
8
1 0
In
d
e
x
 d
e
 l
a
 m
a
la
d
ie
C o n trô le s  S h p 1
C E I-K O
0
2
4
6
8
1 0
S
c
o
r
e
 h
is
to
lo
g
iq
u
e
A B C
Contrôle Shp1CEI-KOD Contrôle non-traitée
78 
 
une courbe de poids relative au poids initial de chaque individu a été établie, où aucune 
différence entre le poids des souris contrôles et expérimentales n’a été observée (Fig. 20A). 
L’évaluation de l’index de maladie et l’analyse histologique n’ont pas non plus montré de 
différences dans la récupération des souris contrôles et Shp1CEI-KO suite à un stress au DSS 
(Fig. 20B-D). 
 
 
 
Figure 20. La perte de SHP1 dans l’épithélium intestinal n’affecte pas la récupération 
des souris suite à un traitement au DSS. 
Les souris ont été traitées au DSS 1,75% dissout dans l’eau de boisson pendant 7 jours, suivi 
d’une période de récupération de 14 jours. A. Un suivi quotidien du poids des souris 
normalisé sur leur poids initial a été fait (n=7). B. L’index de sévérité de la maladie a été 
évalué lors de l’euthanasie en fonction de la dureté du côlon, de la dureté des fèces, de la 
présence de saignements rectaux et de la présence de sang dans les fèces (n=7). C. Le score 
histologique a été évalué à partir des coupes histologiques et basé sur l’étendue des 
dommages de la muqueuse, l’infiltration de cellules immunitaires, l’épaississement de la 
musculeuse, la présence d’abcès de cryptes et la perte de cellules caliciformes (n=7). D. 
Coloration à l’hématoxyline et éosine de coupes histologiques de côlon. Barre de 
calibration = 50µm. Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne.  
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2.2.2 Absence totale de phénotype dans le côlon des souris Shp1CEI-KO 
Afin de mieux comprendre pourquoi les souris Shp1CEI-KO perdent plus de poids 
suivant un traitement au DSS sans présenter de différence quant à la gravité des dommages 
induits à la muqueuse du côlon, nous avons d’abord analysé, plus en détail, le phénotype du 
côlon des souris Shp1CEI-KO. Tel que mentionné plus tôt, la principale caractéristique de 
l’intestin grêle des souris Shp1CEI-KO est l’intestinalomégalie qui se développe et qui est 
maintenue même avec l’âge (Leblanc et al., 2017) (Fig. 16A-C). Lorsque le poids et la 
longueur du côlon des souris contrôles sont comparés à ceux des souris expérimentales, 
aucune différence significative n’est observée, ce qui indique que l’intestinalomégalie des 
souris Shp1CEI-KO est restreinte à l’intestin grêle (Fig. 21A-B). De la même façon, aucune 
modulation de la hauteur des cryptes coliques (Fig. 21C-D) ou de la prolifération évaluée par 
une immunohistochimie contre Ki67 n’ont été notées dans le côlon des souris expérimentales 
(Fig. 21E-F). Ces résultats indiquent donc qu’effectivement, les souris Shp1CEI-KO ne 
présentent aucun phénotype particulier au niveau du côlon.  
Pour mieux comprendre l’absence de phénotype dans le côlon de nos souris 
expérimentales, nous avons d’abord questionné l’efficacité du système Cre-loxP à induire la 
délétion de SHP1 dans le côlon. Cependant, des analyses qPCR montrent que l’expression 
de Ptpn6 est autant diminuée dans le jéjunum que dans le côlon, ce qui invalide cette 
hypothèse (Fig. 22A). L’idée d’une compensation par l’expression de SHP2, dont la 
l’invalidation affecte plus fortement le côlon que l’intestin grêle (Coulombe et al., 2013), a 
donc été soulevée, mais encore une fois, aucune différence d’expression de Ptpn11 (gène 
encodant SHP2) n’a été observée, ni dans le jéjunum, ni dans le côlon (Fig. 22B). De la 
même façon, aucune différence n’a été notée quant à l’expression protéique de SHP2 dans 
le côlon entre les souris contrôles et Shp1CEI-KO (Fig. 22C). Notre dernière hypothèse pour 
tenter d’expliquer l’absence de phénotype dans le côlon de nos souris expérimentales 
s’intéresse plus particulièrement à l’activation de SHP1. En effet, en condition basale, SHP1 
se retrouve sous une forme repliée inactive (Wang et al., 2011; Yang et al., 2003). Nous 
avons donc suggéré que cette phosphatase pourrait potentiellement être normalement moins 
active dans le côlon, ce qui n’engendrerait pas d’effet si elle venait à ne plus y être exprimée. 
Nous nous sommes donc intéressés à la phosphorylation sur la sérine 591 de SHP1 qui a déjà 
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été montrée par notre laboratoire pour être impliquée dans la protéolyse de SHP1 (Simoneau 
et al., 2008), et qui est connue pour inhiber l’activité de SHP1 et restreindre sa localisation 
au cytoplasme (Liu et al., 2007). De façon intéressante, nous avons effectivement observé 
par immunobuvardage qu’il y avait une augmentation de la phosphorylation de SHP1 sur sa 
sérine 591 dans le côlon de souris contrôles en comparaison avec le jéjunum (Fig. 22D). 
 
Figure 21. La perte d’expression de SHP1 n’altère pas le phénotype colique des souris 
âgées de 6 semaines. 
A. Le poids du côlon des souris contrôles et expérimentales a été mesuré (n=6). B. La 
longueur du côlon des souris a été mesurée (n=7). C. Coloration hématoxyline et éosine de 
cryptes de côlon distal. Barre de calibration = 20 µm. D. La hauteur des cryptes de côlon 
distal a été mesurée sur au moins 17 cryptes par souris (n=4). E. Immunohistochimie contre 
Ki67 sur des coupes de côlon distal. Barre de calibration = 20 µm. F. Le décompte du nombre 
de cellules Ki67 positives par crypte a été fait sur au moins 13 cryptes par souris (n≥4). Les 
barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne.  
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Figure 22. Expression de SHP1 et de SHP2 dans l’intestin grêle et le côlon des souris 
Shp1CEI-KO. 
A. L’expression relative de Ptpn6 a été évaluée sur des extraits d’enrichissements 
d’épithéliums de jéjunums ou de côlon (n=6, ***p≤0,001). B. L’expression relative de 
Ptpn11 a été évaluée sur des extraits d’enrichissements d’épithéliums de jéjunums ou de 
côlon (n=6). L’abondance relative a été normalisée sur les gènes Txnl4b, Pum1 et Tbp. Les 
barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. C. Immunobuvardage contre SHP2 
sur des extraits d’enrichissement d’épithéliums de côlons de souris de 6 sem. D. 
Immunobuvardage contre SHP1 et sa phosphorylation sur la sérine 591 sur des 
enrichissements d’épithéliums de jéjunums et de côlons de souris contrôles. L’actine a servi 
de contrôle de charge. 
 
2.2.3 L’iléon des souris Shp1CEI-KO est plus susceptible au DSS 
Puisque les souris Shp1CEI-KO ne présentent aucune altération phénotypique apparente 
dans leur côlon, il n’est pas si étonnant qu’elles développent une colite similaire aux souris 
contrôles en réponse au DSS. Cependant, suivant un traitement aigu de 2,25% DSS, les souris 
expérimentales ont tout de même démontré une réduction significative de poids (Fig. 19A). 
Très peu d’évidences existent dans la littérature concernant les effets du DSS dans l’intestin 
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grêle. Nous avons tout de même analysé le phénotype de l’iléon distal chez nos souris 
contrôles et expérimentales traitées au DSS 2,25%. Contre toute attente, nous avons pu 
observer certains dommages à l’épithélium chez les souris traitées au DSS (Fig. 23A). Parmi 
les rares publications sur l’effet du DSS dans l’intestin grêle, certaines équipes ont rapporté 
un changement dans la hauteur des villosités comme signe de dommage (Chen et al., 2015; 
Menconi et al., 2015). Nous avons donc évalué la longueur des villosités de l’iléon de nos 
souris contrôles et expérimentales, traitées ou non au DSS. Nous avons ainsi pu constater 
que suite au traitement au DSS, la hauteur des villosités était significativement diminuée et 
ce, tant chez les souris contrôles que les Shp1CEI-KO (Fig. 23B). De plus, en comparant les 
souris contrôles et les souris Shp1CEI-KO traitées au DSS, une réduction significative est 
observée, suggérant que les souris invalidées pour SHP1 seraient plus affectées par le DSS 
que les souris contrôles (Fig. 23B, colonnes 3 vs 4). Pour confirmer cette observation, nous 
avons voulu évaluer l’inflammation présente dans l’iléon. Puisque le score histologique 
normalement utilisé est adapté au côlon, nous nous sommes seulement concentrés à évaluer 
les dommages à l’épithélium, classés sur une échelle de 1 à 10, en fonction de l’étendue des 
dommages. Ainsi, nous avons noté une augmentation significative des dommages présents 
dans l’iléon des souris Shp1CEI-KO traitées au DSS, comparativement aux souris contrôles, 
également traitées au DSS (Fig. 23C). 
Les données de la littérature suggéraient que l’absence de SHP1 pourrait sensibiliser 
à l’inflammation intestinale. Ça semble effectivement le cas, mais seulement au niveau de 
l’intestin grêle, car la perte de SHP1 ne semble pas du tout affecter l’homéostasie du côlon. 
Cependant, puisqu’il affecte principalement le côlon, le traitement au DSS n’est pas un 
modèle approprié pour bien analyser le rôle de SHP1 dans l’inflammation intestinale.  
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Figure 23. L’iléon des souris Shp1CEI-KO est plus susceptible aux dommages induits par 
le DSS. 
Les souris ont été traitées au DSS 2,25% dissout dans l’eau de boisson pendant 7 jours. A. 
Coloration à l’hématoxyline et éosine de coupes histologiques d’iléon distal. Barre de 
calibration = 50 µm. B. Mesure de la hauteur des villosités des souris contrôles et 
expérimentales avec ou sans traitement au DSS 2,25%. Au moins 17 villosités ont été 
mesurées par souris (n≥5). C. Le dommage à l’épithélium a été évalué à partir de coupes 
histologiques selon l’étendue et la gravité des dommages de la muqueuse (n=14).  
 
Chapitre 3 : Régulation de SHP1 
 
Peu de chose est connu quant à la régulation de l’expression de SHP1. Nous avons 
déjà observé que l’expression des transcrits de SHP1 était diminuée dans les tumeurs 
colorectales (Fig. 13B). Nous avons donc décidé d’analyser un peu plus en détail comment 
était régularisé le niveau d’expression protéique de SHP1 dans les cellules tumorales 
intestinales et cancéreuses colorectales. 
3.1 Modulation de l’expression protéique de SHP1 dans le cancer colorectal  
Nous avons d’abord évalué l’expression protéique de SHP1 dans des tumeurs 
colorectales pairées provenant de notre biobanque locale. De manière surprenante, nous 
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avons observé par immunobuvardage que l’expression de SHP1 est significativement 
augmentée dans la majorité des tumeurs colorectales analysées comparativement à leur 
marge saine pairée et ce, tous stades confondus (Fig. 24A-B). Puisque les tumeurs 
colorectales ne sont pas uniquement constituées d’épithélium, mais entre autres de cellules 
stromales, immunitaires et endothéliales dans lesquelles SHP1 est très fortement exprimée, 
nous nous sommes tournés vers un modèle plus simple pour l’analyse de son expression : les 
lignées cellulaires colorectales. Nous avons à nouveau évalué par immunobuvardage 
l’expression de SHP1 dans différentes lignées, soit une lignée normale et 7 lignées 
cancéreuses. Encore une fois, nous avons noté une augmentation importante de l’expression 
protéique de SHP1 dans les cellules cancéreuses colorectales lorsque comparées avec la 
lignée colorectale normale, soit les CRL1790 (Fig. 24C). De façon très intéressante, 
cependant, nous avons noté qu’une des lignées cancéreuses, la lignée RKO, exprime elle 
aussi très faiblement SHP1. Lorsque les lignées cellulaires analysées sont regroupées en 
fonction de leurs mutations dans les effecteurs de la voie Wnt/-caténine, nous observons un 
patron très intéressant où les cellules qui possèdent une mutation activatrice de la voie 
Wnt/-caténine (APC ou CTNNB1) présentent de plus forts niveaux d’expression de SHP1 
comparativement aux cellules normales (CRL1790) ou cancéreuses dépourvues de mutations 
dans les gènes APC ou CTNNB1 (Fig. 24C). Évidemment, lorsque la voie Wnt/-caténine 
est hyperactivée par la présence de la mutation APC ou CTNNB1, un niveau plus élevé de la 
protéine -caténine est observée (probablement attribuable à sa stabilisation). Une 
corrélation positive et significative est d’ailleurs observée entre l’expression protéique de 
SHP1 et de la -caténine dans les lignées cellulaires analysées (Fig. 24D).  
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Figure 24. L’expression protéique de SHP1 est augmentée dans les tumeurs 
colorectales. 
A. L’expression de SHP1 a été évaluée par immunobuvardage dans des marges de 
résections saines (M) en comparaison avec leurs tumeurs colorectales pairées (T) de 
différents stades. ERK2 a servi de contrôle de charge. B. L’expression de SHP1 a été 
normalisée sur ERK2, puis comparée entre chaque tumeur colorectale et leur marges saines 
pairées. (n=16, ***p≤0,001). C. L’expression de SHP1 dans les différentes lignées 
colorectales, normale ou cancéreuses, a été évaluée par immunobuvardage, de même que 
l’expression de la -caténine. ERK2 a servi de contrôle de charge. D. Corrélation linéaire 
entre l’expression protéique de SHP1 et celle de la -caténine dans les lignées colorectales. 
Le graphique représente la moyenne de trois expériences indépendantes. 
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3.2 L’expression protéique de SHP1 dans les adénomes des souris ApcMin/+ 
Ces derniers résultats suggèrent que l’expression protéique de SHP1 pourrait 
dépendre de l’activation de la voie de signalisation Wnt/-caténine. Afin de vérifier cela, 
nous nous sommes intéressés au modèle de souris ApcMin/+ qui forment spontanément des 
tumeurs bénignes suivant une mutation dans le gène Apc, ce qui mène à une hausse protéique 
de la -caténine et à l’hyperactivation de la signalisation en aval. Toujours par 
immunobuvardage, nous avons noté que dans les polypes de souris ApcMin/+, l’expression de 
SHP1 y est plus forte que dans la marge saine adjacente, ce qui corrèle encore une fois avec 
l’expression protéique de la -caténine (Fig. 25A). De façon très intéressante, lorsque le ratio 
d’expression protéique de la -caténine d’un polype sur sa marge est mis en relation avec le 
même ratio d’expression de SHP1, deux groupes distincts sont obtenus (Fig. 25B). En effet, 
les polypes qui présentent une expression similaire de la -caténine entre le polype et sa 
marge (ratio ≈1) vont également avoir une expression similaire de SHP1 entre la marge et le 
polype, voire réduite (Fig. 25B, cercle bleu). Cependant, les polypes qui ont une plus grande 
expression de la -caténine dans le polype par rapport à la marge (ratio ≥1) vont pour la 
plupart aussi avoir une augmentation de l’expression protéique de SHP1 dans le polype par 
rapport à la marge (Fig. 25B, cercle vert). Par immunofluorescence, nous avons aussi observé 
que l’expression protéique de la -caténine était beaucoup plus forte dans le polype que dans 
l’épithélium sain adjacent (Fig. 25C, panneaux du centre). De la même façon, l’expression 
de SHP1 est elle aussi plus importante dans le polype que dans le tissu normal adjacent (Fig. 
25C, panneaux de droite, flèches). De manière intéressante, même en immunofluorescence 
il semble y avoir une corrélation entre les zones où la -caténine est plus fortement exprimée 
et où SHP1 l’est tout autant (Fig. 25C, flèches).  
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Figure 25. L’expression protéique de SHP1 et de la -caténine est augmentée dans les 
polypes de souris ApcMin/+. 
A. L’expression de SHP1 et de la -caténine a été évaluée dans des polypes de souris ApcMin/+ 
pairées à leur marge normale. L’actine a servi de contrôle de charge. B. Le ratio d’expression 
de la -caténine dans un polype sur son expression dans la marge pairée adjacente a été mis 
en relation avec le ratio d’expression de SHP1 dans le même polype sur son expression de la 
marge pairée. Les deux cercles délimitent deux populations de polypes différents en fonction 
de leur intensité d’expression de la -caténine et de SHP1. C. L’expression de la -caténine 
et de SHP1 a été évaluée par une immunofluorescence faite sur des coupes histologiques de 
polypes de souris ApcMin/+ bordés par de l’épithélium normal. L’Hoechst permet de visualiser 
le noyau de toutes les cellules. Une flèche vide indique où l’expression de la -caténine est 
forte, une flèche pleine indique où l’expression de la -caténine est plus faible. Barre de 
calibration = 100 µm (panneaux du haut), = 50 µm (panneaux du bas). 
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3.3 Régulation de SHP1 en fonction de l’activation de la voie Wnt/-caténine 
Ces observations ont été faites dans des cellules qui ont une hyperactivation endogène 
de la signalisation Wnt/-caténine due à des mutations dans les gènes CTNNB1 et APC. Pour 
s’affranchir de ce biais, nous avons généré un modèle de surexpression exogène de la 
-caténine dans des cellules qui n’ont pas de mutations activatrices de la voie de signalisation 
Wnt/-caténine. Ainsi, nous avons utilisé des cellules 293T qui ont une grande capacité à 
être transfectées. De façon très surprenante, la transfection seule de la -caténine dans ces 
cellules est suffisante pour induire une hausse importante d’expression protéique de SHP1 
(Fig. 26A). Afin de déterminer si la régulation passait par une augmentation de la 
transcription du gène PTPN6, des analyses qPCR ont été réalisées. Bien que l’expression de 
AXINE2 ait été légèrement mais significativement augmentée par la surexpression de la 
-caténine, aucune modulation significative de l’expression de PTPPN6 n’a été observée 
(Fig. 26B), suggérant que la régulation de l’expression protéique de SHP1 ne passerait pas 
nécessairement par la régulation de sa transcription.  
 
 
Figure 26. Régulation de l’expression protéique de SHP1 dans un modèle d’expression 
ectopique de la -caténine. 
Des cellules 293T ont été transfectées avec un vecteur vide ou exprimant la -caténine. A. 
L’expression de SHP1 et de la -caténine a été évaluée par immunobuvardage. L’actine a 
servi de contrôle de charge. B. L’expression relative de AXINE2 et de PTPN6 a été évaluée 
par qPCR. L’abondance relative a été normalisée sur les gènes FLT3LG, MRPL19 et PUM1 
(*p≤0,05). Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne.  
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3.4 Régulation post-transcriptionnelle de l’expression de SHP1 
Un résultat préliminaire nous suggère que la stabilité de la protéine SHP1 serait 
affectée par l’expression de la -caténine. En effet, suivant un traitement à la cycloheximide, 
la demi-vie de SHP1 peut être évaluée, et lorsque la -caténine est co-exprimée dans des 
cellules 293T avec SHP1, nous semblons observer que SHP1 serait stabilisée (Annexe 1). 
De plus, puisque la forte augmentation d’expression de SHP1 ne semble pas due à un effet 
transcriptionnel, nous nous sommes intéressés à la dégradation de SHP1. Très peu de choses 
sont connues à ce sujet, sinon que SHP1 pourrait être dégradé par le protéasome suivant une 
phosphorylation sur sa sérine 591 (Simoneau et al., 2008). Nous nous sommes donc 
intéressés à l’ubiquitination de SHP1 afin de déterminer si l’expression protéique de la 
-caténine pouvait influencer la dégradation protéasomale de SHP1. Des cellules 293T ont 
donc été co-transfectées avec une construction de SHP1 et d’ubiquitine étiquetée HA, ou 
avec SHP1, la -caténine et l’ubiquitine-HA. Quarante-huit heures suivant la transfection, 
les cellules ont été lysées, puis une immunoprécipitation contre SHP1 a été faite. Par 
immunobuvardage, la quantité d’ubiquitine liée à SHP1 a été évaluée par la détection de 
l’étiquette HA. Ainsi, nous avons observé que pour une quantité égale d’ubiquitine détectée 
dans les lysats totaux, une réduction importante de l’ubiquitination de SHP1 est notée lorsque 
la -caténine est co-exprimée avec elle (Fig. 27A). Ce résultat suggère donc que SHP1 serait 
moins ubiquitiné lorsque la -caténine est fortement exprimée. Considérant le très faible 
niveau d’ubiquitination observé lorsque SHP1 et -caténine sont co-transfectés, nous avons 
spéculé que la surexpression de la -caténine inhiberait le recrutement d’une E3 ubiquitine 
ligase qui prendrait normalement en charge SHP1. Nous nous sommes d’abord intéressés à 
la E3 ubiquitine ligase -TrCP, fortement impliquée non seulement dans la dégradation de 
la -caténine mais également de bien d’autres protéines (Frescas and Pagano, 2008). En effet, 
nous avons spéculé que la surexpression de la -caténine pouvait peut-être saturer son propre 
système de dégradation impliquant cette E3 ligase, provoquant donc l’accumulation de ses 
différents substrats dont peut-être SHP1. Cependant, le motif reconnu par -TrCP sur ses 
substrats (DpSGxxpS) n’est pas retrouvé au sein de SHP1, éliminant ainsi cette E3 ubiquitine 
ligase spécifiquement. Ensuite, nous nous sommes intéressés à c-CBL, une E3 ubiquitine 
ligase qui est aussi activée par la voie Wnt/-caténine (Chitalia et al., 2013; Shivanna et al., 
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2015). Le phosphodégron de cette E3 ubiquitine ligase étant moins bien défini, nous avons 
utilisé une approche d’ARN d’interférence ciblant spécifiquement CBL (siCBL). Nous avons 
donc transfecté des 293T avec trois siARN différents, et malgré leur bonne efficacité pour 
diminuer l’expression de c-CBL, l’expression de SHP1 demeure inchangée (Fig. 27B). Ce 
résultat nous indique donc que ça ne serait pas non plus cette E3 ubiquitine ligase qui serait 
responsable de la dégradation de SHP1. De façon intéressante, trois E3 ubiquitine ligases ont 
été identifiées dans notre analyse de spectrométrie de masse : UBE2O, BRCA1 et 2 des sous-
unités du complexe APC/C ou cyclosome, ANAPC1 et ANAPC7. Leur rôle potentiel dans 
la dégradation de SHP1 reste cependant à être étudié. 
Ces récents résultats suggèrent donc que l’expression de la -caténine contrôlerait la 
dégradation protéasomale de la protéine SHP1 puisque son niveau d’ubiquitination est 
moindre lorsque la -caténine est surexprimée. Cependant, le mécanisme moléculaire précis 
par lequel la phosphatase SHP1 augmente en expression lorsque la -caténine est abondante 
demeure encore à être élucidé. 
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Figure 27. L’ubiquitination de SHP1 est diminuée par la surexpression de la -caténine. 
A. Des cellules 293T ont été transfectées avec des plasmides exprimant SHP1 et l’ubiquitine 
étiquetée avec l’épitope HA (Ub-HA), ou avec des plasmides exprimant SHP1, la -caténine 
et Ub-HA. Une immunoprécipitation contre SHP1 a ensuite été réalisée. L’ubiquitine (HA) 
a été détectée par immunobuvardage, de même que les niveaux totaux de SHP1 et de 
-caténine. L’actine a servi de contrôle de charge pour les lysats totaux. Figure représentative 
de 3 expériences indépendantes. B. Des cellules 293T ont été transfectées avec un siARN 
contrôle (siCTL) ou 3 différents siARNs ciblant CBL (siCBL A, B et C). L’expression de 
c-CBL et de SHP1 a été observée par immunobuvardage. L’actine a servi de contrôle de 
charge. 
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IV. DISCUSSION 
 
La tyrosine phosphatase SHP1 est largement reconnue dans les cellules d’origine 
hématopoïétique pour être un régulateur négatif de plusieurs voies de signalisation (Croker 
et al., 2011; Cyster and Goodnow, 1995; Han et al., 2006b; Kashiwada et al., 2001; Khalil et 
al., 2012; Kim et al., 1999; Leblanc et al., 2017). Ainsi, SHP1 peut réguler plusieurs 
processus cellulaires dont la prolifération, l’activation de cellules immunitaires, la 
différenciation, la migration, l’adhésion, etc. (Abram et al., 2013; Leblanc et al., 2017). Tout 
débalancement dans l’expression ou l’activité de cette phosphatase est alors propice au 
débalancement de l’homéostasie et au développement de différentes pathologies. Bien que 
SHP1 soit exprimé dans différents épithéliums comme l’épithélium intestinal, son rôle y est 
bien beaucoup moins caractérisé. Nous nous sommes donc intéressés à évaluer le rôle de 
SHP1 sur le maintien de l’homéostasie intestinale, mais également son implication 
potentielle dans le développement du cancer colorectal et de l’inflammation intestinale. 
 
SECTION 1 : SHP1 RÉGULE LA CROISSANCE CELLULAIRE ET LA SYNTHÈSE 
PROTÉIQUE 
Des études antérieures réalisées par notre laboratoire ont montré chez la souris que la 
perte d’expression de SHP1 dans les cellules épithéliales intestinales mène à une 
hyperactivation de la signalisation PI3K/AKT/mTOR (Leblanc, 2015). De plus, nous avons 
aussi montré que l’activation de ce sentier de signalisation mène à une augmentation de la 
phosphorylation de la protéine ribosomale S6 (rpS6), présente dans la sous-unité 40S des 
ribosomes, et qui est connue pour être impliquée dans le contrôle de la taille cellulaire 
(Ruvinsky et al., 2005). Ces résultats suggèrent que l’hyperactivation de cette signalisation 
pourrait être responsable de l’hypertrophie cellulaire et l’intestinalomégalie observées chez 
les souris invalidées pour SHP1 dans les CEIs (Leblanc, 2015; Leblanc et al., 2017).  
Afin de mieux comprendre comment la perte de SHP1 dans l’épithélium intestinal 
peut mener à une hypertrophie cellulaire, nous avons inhibé l’expression de SHP1 dans 
lignées colorectales à l’aide de shARN. De manière intéressante, tant dans les HCT116 que 
dans les HT29, une augmentation de la taille des cellules est observée lorsque l’expression 
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de SHP1 est inhibée en comparaison avec les populations contrôles (Fig. 5B-C). De plus, 
nous avons validé par immunobuvardage que la phosphorylation des sérines 235/236 de la 
rpS6 est également plus élevée dans les cellules sous-exprimant SHP1 en comparaison aux 
populations contrôles et aux cellules non infectées (NI) (Fig. 7A). Ainsi, en confirmant 
l’hypertrophie cellulaire et la phosphorylation de la rpS6, nous avons validé que nos modèles 
cellulaires reproduisaient les observations faites chez la souris, ce qui en fait un modèle 
valable pour étudier la mécanistique associée à l’hypertrophie cellulaire et la perte de SHP1. 
Comme mentionné plus tôt, la rpS6 est connue pour être impliquée dans la régulation 
de la taille cellulaire. Plus spécifiquement, il a été montré que cette protéine ribosomale 
pouvait aussi être impliquée dans la régulation de la traduction. Dans le cas présent, le fait 
que la phosphorylation de la rpS6 est augmentée, mais que l’expression totale de la protéine 
soit inchangée indique que la perte de SHP1 n’entraine pas une augmentation du nombre de 
ribosomes, mais plutôt une augmentation de leur activité. Ceci corrèle également avec le fait 
que des changements dans la taille cellulaire vont souvent provenir de changements dans la 
synthèse protéique (Cai et al., 2016; Damas et al., 2016; Ruvinsky et al., 2005). Nous nous 
sommes donc intéressés à une autre protéine, soit le facteur d’élongation eEF2. Cette protéine 
est, elle aussi, activée par la S6K. En effet, eEF2 est inhibée par phosphorylation sur sa 
thréonine 56 par la eEF2K, qui elle-même est inhibée par phosphorylation par la S6K 
(Browne and Proud, 2004; Deng et al., 2017). Ainsi, l’activation de la S6K mène à 
l’activation de eEF2, favorisant l’élongation des peptides durant la traduction. Nous avons 
alors évalué la phosphorylation de ce facteur d’élongation, et nous avons observé que la 
phosphorylation de la eEF2 sur sa thréonine 56 est diminuée dans les cellules HCT116 et 
HT29 sous-exprimant SHP1, en comparaison aux populations contrôles. Ces résultats nous 
montrent donc que la perte de SHP1 dans des cellules cancéreuses colorectales entraîne une 
hyperactivation des signalisations S6K/S6 et S6K/eEF2K/eEF2, suggérant une augmentation 
de la synthèse protéique. Pour valider ceci, nous sommes alors tournés vers la technique 
SUnSET qui permet d’évaluer le taux de synthèse protéique pendant un intervalle de temps. 
Cette technique consiste à incuber les cellules en culture avec de la puromycine. Cet 
antibiotique a pour mécanisme d’action de se lier aux peptides naissants lors de la traduction 
et de terminer l’élongation des peptides. Ainsi, il est possible d’évaluer le taux de synthèse 
protéique en évaluant par immunobuvardage la quantité de puromycine détectée, qui reflète 
94 
 
directement tous les peptides en cours de synthèse sur une période donnée. Ainsi, nous avons 
pu observer que suivant une réduction d’expression de SHP1, la quantité de puromycine 
détectée après 1 h est plus importante que dans les populations contrôles, tant dans les 
HCT116 que dans les HT29 (Fig. 7C). Ce résultat indique donc que la quantité de peptides 
en cours de traduction était plus importante dans la condition sous-exprimant SHP1, et que 
l’hypertrophie cellulaire observée pourrait provenir d’une augmentation de la synthèse 
protéique. 
Puisque in vivo la signalisation PI3K/AKT est hyperactivée lorsque SHP1 est invalidé 
dans l’épithélium intestinal (Leblanc, 2015), et que cela se répercute sur la rpS6, nous avons 
voulu par la suite confirmer que l’effet observé de SHP1 sur la phosphorylation du facteur 
d’élongation eEF2 et l’effet sur la synthèse protéique était également retrouvé chez la souris. 
Ainsi, par immunobuvardage, nous avons noté qu’en plus d’avoir une forte augmentation de 
la phosphorylation de la rpS6, une réduction importante de la phosphorylation de eEF2 chez 
les souris Shp1CEI-KO en comparaison aux souris contrôles est observée (Fig. 7D). De plus, 
suivant une injection péritonéale de puromycine chez les souris, nous avons encore une fois 
noté une augmentation du taux de synthèse protéique puisque la quantité détectée de 
puromycine chez les souris mutantes est plus importante (Fig. 7E). 
Mis ensemble, nos résultats indiquent que la tyrosine phosphatase SHP1 serait 
effectivement capable de moduler la taille cellulaire, probablement via le contrôle de la 
synthèse protéique. En effet, SHP1 semble capable de moduler la signalisation 
PI3K/AKT/S6K, menant à l’activation de la synthèse protéique par l’activation des protéines 
rpS6 et eEF2. De plus, le mécanisme proposé semble conservé tant chez l’humain que chez 
la souris. 
 
SECTION 2 : LA VOIE DE SIGNALISATION WNT/-CATÉNINE EST RÉPRIMÉE PAR 
SHP1 
Les études précédentes réalisées par notre laboratoire se sont beaucoup concentrées 
à déterminer le rôle de SHP1 dans les CEIs en apportant une attention particulière sur la voie 
de signalisation Wnt/-caténine (Duchesne et al., 2003; Leblanc, 2015; Simoneau et al., 
2011). En effet, notre équipe a démontré, in cellulo, que l’expression ectopique de SHP1 
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diminuait l’activité transcriptionnelle du complexe -caténine/TCF4 en déphosphorylant la 
-caténine sur ses résidus tyrosines 86 et 654 (Duchesne et al., 2003; Simoneau et al., 2011). 
Durant ma maîtrise, j’ai voulu étudier le rôle plus physiologique de SHP1 dans les cellules 
épithéliales intestinales (CEIs) via la génération du modèle murin d’invalidation de SHP1 
dans les CEIs. De manière intéressante, j’ai aussi observé une augmentation de l’expression 
totale de la -caténine dans l’épithélium intestinal des souris mutantes , ce qui était en accord 
avec ce qui avait été précédemment rapporté par notre groupe de recherche chez les souris 
Motheaten (Leblanc, 2015; Simoneau et al., 2011). 
Afin de valider que la voie Wnt/-caténine est bel et bien activée dans notre modèle 
murin, nous avons déterminé par immunobuvardage la quantité de -caténine active présente 
en utilisant un anticorps non-phospho-spécifique, c’est-à-dire que l’anticorps reconnait la 
-caténine lorsqu’elle n’est pas phosphorylée sur ses résidus sérine 33/37 et thréonine 41. 
Ainsi, il est possible de détecter la fraction dite « active » de la -caténine, car elle n’est pas 
phosphorylée pour être dégradée par le protéasome (Stamos and Weis, 2013). De cette façon, 
nous avons observé que la quantité de -caténine non seulement totale, mais également 
active était beaucoup plus importante dans des enrichissements d’épithéliums de nos souris 
Shp1CEI-KO que dans les souris contrôles (Fig. 8A). Ces observations suggèrent donc que la 
-caténine serait stabilisée, donc moins dégradée par le protéasome, en absence de SHP1. 
Tel que mentionné dans l’introduction, une des premières étapes clés de l’activation de la 
signalisation Wnt/-caténine est justement la stabilisation de la -caténine. Ceci suggère 
donc que la perte de SHP1 active cette voie de signalisation. Si tel est le cas, une fois 
stabilisée, la -caténine devrait par la suite transloquer au noyau, se lier à son partenaire 
transcriptionnel de la famille TCF/LEF (TCF4 dans les CEIs) et transactiver des gènes cibles. 
Nous avons donc vérifié si effectivement, la -caténine, suivant la perte de SHP1 dans les 
CEIs, présentait une localisation plus nucléaire. C’est effectivement ce qui a été observé, 
dans un premier temps par un fractionnement cytoplasme-noyau (Fig. 9A) et dans un 
deuxième temps, par immunohistochimie contre la -caténine (Fig. 9C). Effectivement, des 
extraits de cryptes issus d’intestins grêles de souris contrôles et Shp1CEI-KO ont été subdivisés 
afin d’obtenir une fraction cytoplasmique et une fraction nucléaire, dans lesquels, la quantité 
totale de -caténine a été évaluée par immunobuvardage. Ainsi, nous avons bien observé que 
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la quantité de -caténine présente dans le cytoplasme et le noyau des souris contrôles est 
assez similaire. De plus, chez les souris Shp1CEI-KO, la quantité de -caténine nucléaire est 
plus beaucoup plus importante que dans la fraction cytoplasmique. Il est aussi très intéressant 
de noter que la quantité de -caténine cytoplasmique est plus faible chez les souris 
expérimentales versus les souris contrôles, et beaucoup plus abondante dans le noyau des 
souris expérimentales que dans le noyau des souris contrôles (Fig. 9A-B). De plus, par 
immunohistochimie, nous avons observé plus de -caténine détectée globalement, mais 
également dans le noyau des cellules progénitrices prolifératives et des cellules de Paneth 
chez les souris Shp1CEI-KO. Tel qu’observé dans les souris contrôles, il est normal d’observer 
une localisation nucléaire de la -caténine dans les cellules de Paneth, mais pas dans les 
cellules progénitrices prolifératives (Fig. 9C). Ceci indique donc qu’effectivement, il y a une 
augmentation de la -caténine nucléaire suivant la perte de SHP1 dans les CEIs, mais qu’en 
plus, cette augmentation est principalement retrouvée dans les cellules progénitrice 
prolifératives. Par la suite, nous nous sommes intéressés à la transactivation de gènes cibles 
de la voie Wnt/-caténine afin de valider que cette signalisation est effectivement augmentée 
en absence de SHP1 dans l’épithélium intestinal. Ainsi, par qPCR, plusieurs gènes ont été 
analysés. Une augmentation d’expression des gènes Sox9, EphB3, Dclk1 et Ascl2, tous des 
gènes cibles de la signalisation Wnt/-caténine, a été bien observée (Fig. 9D et 10A). 
Des résultats très intéressants ont été également obtenus lors de cultures d’organoïdes 
ex vivo d’intestin grêle de souris Shp1CEI-KO et de souris contrôles. En effet, à 5 jours post-
ensemencement, les organoïdes invalidés pour SHP1 développent beaucoup moins de 
ramifications à leur surface (Fig. 11A-B), sans cependant présenter de problème 
d’implantation ou de survie (Fig. 11C-E). Cette baisse de ramifications pouvait suggérer une 
altération de la transition prolifération-différenciation dans la crypte intestinale déficiente 
pour l’expression de SHP1. En effet, des analyses d’incorporation d’EdU démontrent que les 
organoïdes invalidés pour SHP1 sont hyperprolifératifs (Fig. 11F-G). Plusieurs études ont 
rapporté l’impact de la suractivation de la voie Wnt/-caténine (par exemple suivant 
l’expression ectopique de WNT3) sur le développement d’organoïdes ex vivo. En résumé, 
l’hyperactivation de la voie Wnt entraine une hyperprolifération des organoïdes qui 
deviennent plus sphéroïdes, développant que peu, ou pas, de ramifications à leur surface. 
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Ceci survient parce que l’hyperprolifération compromet la différenciation des cellules qui 
composent ces organoïdes. L’architecture normale des organoïdes en est donc altérée. En 
effet, la réduction de la différenciation entraine une structure plus sphérique, qui est alors 
essentiellement composée de cellules prolifératives (Fenderico et al., 2019; Onuma et al., 
2013; Rodríguez-Colman et al., 2017). Ainsi, le phénotype des organoïdes Shp1CEI-KO nous 
rappelle donc le phénotype d’organoïdes dans lesquels la voie Wnt/-caténine est stimulée. 
Pour vérifier si l’hyperactivation de cette voie de signalisation est responsable du phénotype 
morphologique des organoïdes déficients pour SHP1, nous avons modulé la signalisation 
intrinsèque des organoïdes en réduisant de moitié la quantité de R-Spondine ajoutée dans le 
milieu de culture. La R-Spondine est nécessaire à la croissance des organoïdes en culture 
puisqu’elle permet de maintenir l’activation de la signalisation Wnt/-caténine. En effet, le 
complexe R-Spondine/LGR5 neutralise les E3 ligases transmembranaires RNF43 and 
ZNRF3, qui induisent la dégradation des récepteurs liés par les facteurs WNT de la surface 
cellulaire (Kazanskaya et al., 2004; de Lau et al., 2011). C’est effectivement ce que nous 
avons observé dans nos organoïdes contrôles qui, lorsque cultivés avec seulement 5% de 
R-Spondine au lieu de 10%, présentent un retard de croissance (Fig. 12A, panneaux du bas). 
Lorsque nos organoïdes invalidés pour SHP1 sont cultivés avec moitié moins de R-Spondine 
(5%), ils retrouvent une quantité de ramifications similaire aux organoïdes contrôles cultivés 
en 10% R-Spondine (Fig. 12). Ce résultat indique donc qu’effectivement, la suractivation de 
la voie Wnt/-caténine est responsable des altérations morphologiques observées chez les 
organoïdes déficients pour SHP1. 
Mis ensemble, ces résultats confirment que : 1- SHP1 régule négativement la 
signalisation Wnt/-caténine dans la crypte intestinale, fort possiblement par une modulation 
de la stabilité de la -caténine; 2- l’absence d’expression de SHP1 perturbe la transition 
prolifération-différenciation dans la crypte intestinale, par l’induction d’une 
hyperprolifération des cellules progénitrices au dépend de leur différenciation (Xian et al., 
2017).  
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SECTION 3 : SHP1 ET LES CELLULES SOUCHES 
Considérant la dépendance des cellules souches à la signalisation Wnt/-caténine et 
le rôle crucial de ces cellules dans le maintien du renouvellement et de l’homéostasie 
intestinale (Fevr et al., 2007; Sato et al., 2011), nous avons évalué l’impact de la perte de 
SHP1 sur ces cellules. Dans un premier temps, différents gènes associés aux deux 
populations de cellules souches ont été analysés par qPCR sur des extraits d’enrichissements 
d’épithéliums de souris contrôles et Shp1CEI-KO. Nous avons d’abord noté que le niveau des 
transcrits des marqueurs de cellules souches Olfm4 et Bmi1 n’étaient pas modulés par la perte 
de SHP1 (Fig. 10B). Notons que Olfm4 et Bmi1 sont des gènes cibles de la voie NOTCH 
(López-Arribillaga et al., 2015; VanDussen et al., 2012), une autre voie importante pour la 
prolifération des cellules souches (van Es et al., 2005b; VanDussen et al., 2012). Ces résultats 
suggèrent donc que SHP1 n’affecterait pas cette voie de signalisation dans les cellules 
souches intestinales. Par contre, lorsque nous avons analysé l’expression de Ascl2 et Dclk1, 
deux gènes cibles de la voie Wnt/-caténine (Schuijers et al., 2015; Yan and Kuo, 2015), 
nous avons observé que l’expression de ces deux gènes était significativement augmentée 
chez les souris Shp1CEI-KO (Fig. 10A). De façon intéressante, une augmentation de 1,9X de 
l’expression de Ascl2 est observée, tandis qu’une augmentation de 10,8X de l’expression de 
Dclk1 est notée. ASCL2 est un facteur de transcription qui induit la transcription de gènes 
permettant la détermination des cellules souches (Schuijers et al., 2015), alors que DCLK1 
est un marqueur de cellules Tuft, dont une sous-population contribue à maintenir la niche 
des cellules souches (Westphalen et al., 2017). La différence majeure dans l’expression de 
ces deux gènes semble provenir du fait que ce sont des gènes exprimés par des types 
cellulaires distincts et donc que leur régulation par la signalisation Wnt/-caténine ne 
produise pas un effet similaire. De plus, ce résultat peut suggérer que la population de cellules 
Tuft pourrait être affectée par la perte de SHP1. Par la suite, nous avons aussi observé, par 
immunohistochimie, une augmentation modeste, mais significative du nombre de cellules 
positives à l’OLFM4 chez les souris Shp1CEI-KO (Fig. 10C-D). De plus, rappelons que mes 
travaux de maîtrise ont montré que la perte d’expression de SHP1 augmentait la population 
de cellules de Paneth au fond des cryptes, même si celles-ci semblaient moins matures 
(Leblanc, 2015). Cette augmentation des cellules de Paneth peut, peut-être, aussi contribuer 
à maintenir un environnement propice au développement des cellules souches. En effet, les 
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cellules de Paneth expriment et sécrètent plusieurs facteurs de croissance (WNT3, EGF, 
TGF- et DLL4) qui stimulent la prolifération et la survie des cellules souches (Sato et al., 
2011). Pris ensemble, ces résultats suggèrent donc qu’en contrôlant le niveau d’activation de 
la Wnt/-caténine, SHP1 limite ou ralentit la prolifération des cellules souches intestinales. 
 
SECTION 4 : SHP1 DANS LA CARCINOGÉNÈSE COLORECTALE 
SHP1 est reconnu comme étant un suppresseur de tumeur dans les lymphomes, les 
leucémies, mais également dans les hépatocarcinomes (Wen et al., 2018; Wu et al., 2003b; 
Zhang et al., 2005). Considérant que SHP1 semble un régulateur négatif de la signalisation 
Wnt/-caténine (Fig. 8, 9) et que cette voie de signalisation est très importante dans la 
carcinogénèse colorectale (Deitrick and Pruitt, 2016), nous nous sommes intéressés à 
déterminer le rôle potentiel de SHP1 dans la carcinogénèse colorectale.  
L’expression de SHP1 dans les différents cancers d’origine hématopoïétique est 
fortement réduite suite à une hyperméthylation de son promoteur. Ainsi, nous avons d’abord 
évalué l’expression de PTPN6 dans différentes tumeurs colorectales issues d’une biobanque 
locale, en comparaison avec les tissus sains pairés. Nous avons observé que le niveau 
d’expression moyen de PTPN6 dans les adénomes et dans les tumeurs de stade 2 était 
significativement plus faible en comparaison au niveau d’expression moyen dans les tissus 
sains prélevés chez les mêmes patients (Fig, 13A). Cependant, lorsque le niveau d’expression 
de PTPN6 dans une tumeur est directement comparé avec son expression dans le tissu sain 
adjacent, nous observons une réduction d’expression dans la grande majorité des cas, ce qui 
rend la différence significative (Fig. 13B). La même observation a également été faite dans 
les 262 tumeurs colorectales dont les données sont publiquement disponibles via l’interface 
TCGA-Wanderer, c’est-à-dire que l’expression de PTPN6 est significativement réduite dans 
les tumeurs (Fig. 13C). Considérant que la baisse d’expression de PTPN6 dans la majorité 
des tumeurs hématopoïétiques provient d’une méthylation aberrante du promoteur, nous 
avons vérifié si ce pouvait également être le cas dans le cancer colorectal. L’analyse de la 
base de données TCGA (http://cancergenome.nih.gov) indique qu’effectivement, certains 
îlots CpG sont significativement plus méthylés ce qui suggère que la baisse d’expression de 
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SHP1 dans les tumeurs colorectales pourrait provenir aussi d’une méthylation aberrante de 
son promoteur.  
Afin d’analyser le rôle de SHP1 dans la régulation des propriétés tumorales des 
cellules cancéreuses colorectales humaines, nous avons utilisé nos lignées de cellules 
cancéreuses colorectales HCT116 et HT29 infectées avec un shARN ciblant SHP1 ou un 
shARN contrôle et évalué leur prolifération et leur capacité à croître en indépendance 
d’ancrage. Puisqu’il était soupçonné que SHP1 agisse comme un suppresseur de tumeur dans 
le cancer colorectal, c’est sans surprise que nous avons observé que la sous-expression de 
SHP1 dans des HCT116 et des HT29 augmentait leur capacité à croître en indépendance 
d’ancrage (Fig. 15). Par contre, la prolifération en 2D n’est pas affectée par la baisse 
d’expression de SHP1 tel qu’observé par l’incorporation d’EdU, qui marque les cellules en 
phase S du cycle cellulaire (Fig. 14). Considérant que les cellules HT29 et HCT116 sont des 
cellules cancéreuses présentent plusieurs altérations génétiques (mutations BRAF ou KRAS, 
APC ou CTNNB1, TP53, instabilité des microsatellites, etc.) qui affectent la progression du 
cycle cellulaire, il n’est probablement pas si surprenant que la baisse d’expression de SHP1 
ne soit pas suffisante pour affecter significativement la prolifération. Néanmoins, puisque la 
capacité à croître en indépendance d’ancrage des HT29 et HCT116 est augmentée suite au à 
la sous-expression de SHP1, cela suggère une hausse de leur potentiel tumoral. Afin de 
vérifier in vivo si SHP1 pourrait agir comme un suppresseur de tumeurs, nous avons vérifié 
si les souris Shp1CEI-KO développaient des tumeurs avec l’âge. Après 15 mois, aucune des 
6 souris expérimentales analysées n’a présenté de tumeurs dans leur intestin. Afin de valider 
que l’absence de tumeur ne provenait pas d’une perte de phénotype à long terme, nous avons 
analysé sommairement le phénotype des souris Shp1CEI-KO âgées de 15 mois. Les altérations 
de la différenciation cellulaire et le phénotype d’intestinalomégalie sont toujours observés 
chez des souris de 15 mois. En effet, les souris Shp1CEI-KO de 15 mois présentent encore une 
intestinalomégalie caractérisée par une augmentation du poids par unité de longueur 
(Fig. 16C) et une augmentation de la hauteur des cryptes intestinales (Fig. 16D, F). De plus, 
le nombre de cellules caliciformes (Fig. 16E, G) et de cellules de Paneth (Fig. 16H-I) est 
toujours augmenté chez les souris expérimentales. Par contre, de manière très intéressante, 
aucune différence significative n'est observée dans le nombre de cellules prolifératives entre 
les souris contrôles et Shp1CEI-KO âgées de 15 mois (Fig. 17A-B). Rappelons qu’à 6 semaines, 
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nous avons observé une augmentation modeste, mais significative du nombre de cellules 
prolifératives dans la crypte intestinale des souris Shp1CEI-KO (Leblanc et al., 2017). De plus, 
nous avons évalué l’expression de la -caténine par immunohistochimie à 15 mois et de 
façon intéressante, nous n’avons pas observé de différence importante dans l’expression et 
la localisation subcellulaire de la -caténine dans les CEIs des souris contrôles versus 
Shp1CEI-KO (Fig. 17C), contrairement à ce qui avait été observé chez les souris âgées de 
6 semaines (Fig. 9C). Ces observations suggèrent qu’avec l’âge, des mécanismes de 
compensation se sont probablement déclenchés chez la souris Shp1CEI-KO, pour limiter 
l’hyperactivation de la voie Wnt/-caténine et la pression pro-proliférative que cette voie 
exerce dans les CEIs. D’ailleurs, parmi les résultats de spectrométrie de masse obtenus figure 
la régulation de la signalisation des BMPs, connue pour réprimer la signalisation 
Wnt/-caténine (Freeman et al., 2013; He et al., 2004) (Freeman et al., 2013; He et al., 2004). 
Ainsi, une augmentation de cette signalisation pourrait potentiellement expliquer l’absence 
du développement de tumeurs chez les souris Shp1CEI-KO âgées de 15 mois. 
Les résultats obtenus chez les souris âgées de 15 mois nous indiquent alors que la 
perte de SHP1 dans l’épithélium intestinal à elle seule ne semble pas suffisante pour induire 
la formation de tumeurs intestinales. Cependant, dans des lignées cancéreuses colorectales 
bien établies, la perte de SHP1 affecte leur capacité à croitre en indépendance d’ancrage et 
fort possiblement leur potentiel tumoral. Nous avons donc croisé les souris Shp1CEI-KO avec 
des souris ApcMin/+ qui développent spontanément de nombreuses tumeurs dans leur intestin, 
suivant une mutation dans le gène suppresseur de tumeur Apc (Moser et al., 1990, 1995). De 
cette façon, nous avons observé une augmentation significative du nombre de tumeurs, aussi 
appelées polypes, dans l’intestin grêle des souris Shp1CEI-KO;ApcMin/+ âgées de 3 mois, en 
comparaison avec leurs contrôles ApcMin/+ (Fig. 18A). Ce résultat nous indique que la perte 
de SHP1 dans l’épithélium intestinal exacerbe la polypose observée chez les souris ApcMin/+. 
Cette augmentation de polypes suggère que SHP1 ralentit ou freine l’initiation tumorale chez 
la souris ApcMin/+. De plus, une modeste augmentation de la taille des gros polypes est aussi 
observée en absence de SHP1 (Fig. 18C), ce qui laisse suggérer que la perte de SHP1 dans 
ce contexte pourrait aussi influencer la croissance des tumeurs voire leur progression. 
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Par conséquent, dans un contexte où le gène Apc est muté, et donc que la signalisation 
Wnt/-caténine est déjà suractivée, la perte de SHP1 semble tout de même promouvoir 
davantage la polypose. Ceci nous renseigne donc sur la capacité de SHP1 à réguler la 
signalisation Wnt/-caténine en aval d’Apc. En effet, la mutation de Apc retrouvée dans les 
souris ApcMin/+ génère une protéine tronquée qui n’est plus capable d’échafauder 
correctement les composantes du complexe de dégradation régulant le niveau d’expression 
de la -caténine (Su et al., 1992). Ainsi, si la perte de SHP1 intensifie le phénotype de 
polypose, c’est que cette phosphatase intervient après cette étape du complexe de 
dégradation. Cette observation vient en quelque sorte confirmer les observations qui ont été 
faites in vitro qui montrent que SHP1 affecte la signalisation Wnt/-caténine en régulant 
l’activité transcriptionnelle du complexe -caténine/TCF4 (Duchesne et al., 2003; Simoneau 
et al., 2011). De plus, tel que discuté en introduction, le complexe -caténine/TCF4 contrôle 
l’expression de différents gènes impliqués dans la prolifération et la progression tumorale, 
notamment dans des processus tels que la migration cellulaire et le remodelage de la matrice 
extracellulaire (Brabletz et al., 1999; Gavert et al., 2007; Hankey et al., 2018). Ainsi, les 
effets observés sur la taille des tumeurs formées chez les souris ApcMin/+ et la capacité de 
cellules cancéreuses colorectales à croître en indépendance d’ancrage pourraient être le 
résultat du contrôle négatif exercé par SHP1 sur l’activité transcriptionnelle de la -caténine. 
 
SECTION 5 : ASSOCIATION DES PHÉNOTYPES OBSERVÉS AVEC LES VOIES 
PI3K/AKT ET WNT/-CATÉNINE 
Les analyses macroscopiques réalisées chez les souris âgées de 15 mois ont permis 
de noter que la longueur de l’intestin grêle n’est pas significativement augmentée, mais que 
tout de même, le phénotype d’intestinalomégalie est maintenu, car le ratio du poids sur la 
longueur de l’intestin est encore significativement plus élevé chez les souris invalidées pour 
SHP1 dans l’épithélium intestinal (Fig. 16A-C). De plus, des analyses réalisées sur des 
coupes histologiques de jéjunum de ces souris ont permis d’observer que la hauteur des 
cryptes des souris invalidées pour SHP1 est toujours significativement plus élevée que dans 
les souris contrôles (Fig. 16D, F). Également, des analyses sommaires de la différenciation 
des cellules épithéliales intestinales ont permis de montrer que la perte de SHP1, même à 
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15 mois, entraine une augmentation du nombre de cellules positives à l’Alcian bleu et des 
cellules positives pour le lysozyme. Ceci indique donc une augmentation du nombre de 
cellules caliciformes et de cellules de Paneth (Fig. 16 E, G-I) similaire à ce que nous avions 
observé à 6 semaines (Leblanc et al., 2017). Ces analyses permettent donc de confirmer que 
le phénotype associé à la perte de SHP1 sur la différenciation ces CEIs est maintenu avec 
l’âge. Par contre, bien que les cryptes soient toujours significativement plus profondes 
suivant la perte de SHP1, le nombre de cellules prolifératives n’est plus augmenté (Fig. 17A-
B). De plus, tel qu’observé par immunohistochimie, la -caténine ne semble plus être aussi 
abondante dans les souris, ni nucléaire dans les cellules progénitrices prolifératives (Fig. 
17C).  
Ces résultats mettent donc en perspective les résultats obtenus lors de ma maîtrise et 
de mon doctorat chez les souris Shp1CEI-KO âgées de 6 semaines. En effet, nous avons observé 
que la perte de SHP1 dans l’épithélium intestinal mène à une augmentation de la synthèse 
protéique (Fig. 7), ce qui entraine une hypertrophie cellulaire (Fig. 5, Leblanc, 2015), le tout 
résultant en une intestinalomégalie chez la souris (Leblanc et al., 2017). Nous pensons que 
l’hyperactivation de la signalisation PI3K/AKT/S6-eEF2 observée chez les souris Shp1CEI-KO 
est responsable de ce phénotype. En effet, une ancienne étudiante de notre laboratoire, en 
collaboration avec l’équipe de la Pre Perreault, a démontré que la délétion conditionnelle de 
PTEN dans l’épithélium intestinal murin, induit aussi une intestinalomégalie associée à 
l’hyperactivation de la voie PI3K/AKT (Langlois et al., 2009). De plus, des altérations dans 
la différenciation cellulaire, similaires à celles observées chez la souris Shp1CEI-KO ont aussi 
été observées chez la souris PtenCEI-KO. Une autre des observations faites à 6 semaines 
montrait que les cryptes sont plus profondes suivant la perte de SHP1 et nous avions alors 
suggéré que ce phénotype pouvait résulter tant de l’hypertrophie cellulaire que de 
l’augmentation de prolifération (Leblanc, 2015). Or, chez nos souris de 15 mois, nous 
observons toujours l’augmentation de la profondeur des cryptes, sans toutefois noter 
d’augmentation de prolifération. Ceci suggère donc que l’augmentation de la profondeur des 
cryptes pourrait être attribuable principalement à l’hypertrophie cellulaire, et donc à 
l’activation de la signalisation PI3K/AKT/S6-eEF2. De plus, rappelons que les souris 
PtenCEI-KO présentent elles aussi cette augmentation de la hauteur des cryptes, ce qui appuie 
cette conclusion. 
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Toutes nos observations suggèrent donc que les phénotypes observés chez les souris 
Shp1CEI-KO résultent en grande partie de la dérégulation des voies de signalisation PI3K/AKT 
et Wnt/-caténine : la signalisation PI3K/AKT serait responsable de l’apparition de 
l’intestinalomégalie, alors que la signalisation Wnt/-caténine serait responsable de la hausse 
de prolifération des cellules progénitrices prolifératives et des cellules souches, ainsi que de 
la hausse des cellules de Paneth. C’est l’analyse des souris de 15 mois qui a permis de trouver 
que la signalisation Wnt/-caténine ne semble pas contribuer au développement de 
l’intestinalomégalie. Par contre, la signalisation PI3K/AKT pourrait aussi être impliquée 
dans la prolifération des cellules cryptales. En effet, lorsqu’activée, la kinase AKT 
phosphoryle la sérine 9 de GSK3, ce qui l’inhibe, et phosphoryle aussi la sérine 552 de la 
-caténine (Fig. 8), ce qui promeut sa localisation nucléaire (Chowdhury et al., 2015; Fang 
et al., 2007; Lee et al., 2010). Enfin, ces observations sont également supportées par les 
résultats obtenus par spectrométrie de masse qui indiquent que SHP1 serait impliquée dans 
la régulation de PTEN, mais également dans la régulation positive de la signalisation BMP 
(Fig. 6), une voie de signalisation qui inhibe la voie Wnt/-caténine (Freeman et al., 2013; 
He et al., 2004). 
 
SECTION 6 : SHP1, UN FACTEUR DE SUSCEPTIBILITÉ À L’INFLAMMATION 
INTESTINALE 
Les souris ayant des mutations inactivatrices de SHP1, soit les souris Motheaten et 
les souris Motheaten viable, présentent un phénotype fulgurant d’inflammation généralisée 
(Green and Shultz, 1975; Tsui et al., 1993). De plus, les souris invalidées pour SHP2 dans 
les CEIs développent aussi spontanément une colite ulcéreuse à très bas âge (Coulombe et 
al., 2013; Yamashita et al., 2014). Ensemble, ces données laissent suggérer que la délétion 
de SHP1 dans l’épithélium intestinal pourrait engendrer une inflammation intestinale. 
Cependant, nos analyses macroscopiques et histologiques démontrent que les souris 
Shp1CEI-KO ne développent pas spontanément d’inflammation intestinale. Nous avons alors 
voulu vérifier si la perte de SHP1 dans l’épithélium intestinal sensibilisait cet épithélium à 
un stress pro-inflammatoire. Nous avons donc opté pour un traitement de 7 jours au dextran 
sodium sulfate (DSS) 2,25%. Le DSS est un détergent de haut poids moléculaire utilisé pour 
105 
 
créer une colite chimique puisqu’il agit en solubilisant le mucus protecteur à l’épithélium, 
en augmentant la perméabilité et en induisant l’apoptose des CEIs. De plus, ces effets vont 
entrainer une rupture de la barrière intestinale et l’exposition de la muqueuse au microbiote 
de la lumière, déclenchant le recrutement des cellules immunitaires et le développement 
d’une inflammation principalement dans le côlon distal (Whittem et al., 2010). Lors du suivi 
quotidien des souris, nous avons noté une diminution plus importante du poids des souris 
expérimentales, suggérant une sensibilité accrue à l’inflammation chimique, en comparaison 
aux souris contrôles (Fig. 19A). Cependant, les signes de sévérité de la maladie de même 
que le score histologique des dommages à la muqueuse du côlon sont restés inchangés entre 
les souris contrôles et les souris expérimentales, indiquant que les souris Shp1CEI-KO 
démontrent la même sensibilité au DSS que les souris contrôles (Fig. 19B-D). Puisque la 
perte de SHP1 entraine une légère augmentation de la prolifération cryptale (Leblanc, 2015) 
et que les cellules souches semblent aussi un peu plus nombreuses (Fig. 10C-D), nous nous 
sommes alors interrogés à savoir si la perte de SHP1 n’impacterait pas sur la régénération de 
l’épithélium suite à un stress au DSS plutôt que sur la protection de cet l’épithélium au DSS. 
Nous avons alors traité les souris au DSS 1,75% pendant 7 jours, suivi de 14 jours de 
récupération. Cependant, même dans ces conditions, aucune différence dans l’index de la 
maladie ou du score histologique du côlon n’est notée entre les souris contrôles et les souris 
Shp1CEI-KO (Fig. 20 B-D). De plus, en réduisant le pourcentage de DSS dissout dans l’eau de 
boisson (afin de prévenir une perte de poids trop importante suivant le traitement DSS), 
aucune différence dans le poids des souris n’a été observée. Ces résultats indiquent donc que 
l’absence de SHP1 ne semble pas affecter la régénération intestinale observée après un stress 
au DSS.  
Le DSS est un agent chimique connu pour affecter principalement le côlon distal. 
Rappelons que tous les phénotypes observés chez nos souris Shp1CEI-KO concernaient 
l’épithélium de l’intestin grêle uniquement. En effet, l’intestinalomégalie, les défauts de 
différenciation et l’exacerbation de la polypose ont été observés uniquement dans l’intestin 
grêle. Aucune altération phénotypique n’a été observée dans le côlon des souris Shp1CEI-KO. 
Nous nous sommes donc intéressés à déterminer si des différences de dommages pourraient 
être visualisées dans l’iléon distal des souris traitées au DSS 2,25% pendant 7 jours. En effet, 
bien que peu répertorié, quelques équipes ont tout de même noté que le DSS affecte la 
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muqueuse intestinale. Plus précisément, ils ont noté que plus l’inflammation intestinale est 
importante, plus les villosités seront courtes. (Chen et al., 2015; Menconi et al., 2015). Chez 
nos souris contrôles, nous avons effectivement observé que suivant un traitement de 7 jours 
au DSS à 2,25%, une réduction significative, bien que légère, de la hauteur des villosités est 
observée (Fig. 23B, colonnes 1 et 3). La même tendance est évidemment observée chez les 
souris Shp1CEI-KO, soit une réduction significative de la hauteur des villosités lorsque traitées 
au DSS (Fig. 23B, colonnes 2 et 4). Il est important de noter qu’en l’absence de traitement 
au DSS, aucune différence significative dans la hauteur des villosités iléales n’est notée entre 
les souris contrôles et les souris Shp1CEI-KO (Fig. 23B, colonnes 1 et 2). Cependant, suivant 
le traitement au DSS, on observe une réduction significative de la hauteur des villosités chez 
les souris expérimentales, en comparaison aux souris contrôles (Fig. 23B, colonnes 3 et 4). 
Ce résultat suggère donc que l’iléon des souris Shp1CEI-KO serait plus sensible à un traitement 
au DSS que les souris contrôles. Pour tenter de valider cette observation, nous avons évalué 
les dommages à la muqueuse iléale en notant de 1 à 10 selon l’étendue des dommages 
observés. Bien que la différence entre les souris contrôles et Shp1CEI-KO soit faible, 
probablement dû au fait que le DSS n’est pas reconnu pour affecter l’intestin grêle, nous 
avons tout de même noté que les souris expérimentales ont une augmentation significative 
des dommages à la muqueuse par rapport aux souris contrôles (Fig. 23C). Ce résultat devra 
toutefois être validé par un traitement avec un autre agent induisant une inflammation dans 
l’intestin grêle tel que l’indométacine (Yamada et al., 2011). 
Mis ensemble, ces résultats suggèrent que la perte de SHP1 dans l’épithélium de 
l’intestin grêle rend les souris plus susceptibles à l’inflammation induite suite à un stress à la 
muqueuse. En effet, malgré une absence de modulation du phénotype inflammatoire dans le 
côlon, les souris Shp1CEI-KO présentent une perte significative de poids (Fig. 19A), qui 
pourrait être associée à certains dommages à la muqueuse observé dans l’iléon (Fig. 23). De 
plus, en considérant que les dommages sont présents majoritairement dans l’iléon, il est 
possible que la susceptibilité inflammatoire associée à la perte de SHP1 se rapproche plus de 
la maladie de Crohn que de la colite ulcéreuse. En effet, tel que mentionné plus tôt, la colite 
ulcéreuse affecte d’abord le rectum pour s’étendre vers le côlon, tandis que la maladie de 
Crohn affecte tout le tractus gastrointestinal, mais avec une prédominance dans l’iléon (Yu 
and Rodriguez, 2017; Zhang and Li, 2014). De plus, mes travaux de maîtrise ont mis en 
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évidence des altérations importantes dans la différenciation des cellules de Paneth suivant la 
perte de SHP1 dans les CEIs, en plus de présenter une évidence qui laisse suggérer que 
l’activité autophagique pourrait être modifiée. (Leblanc, 2015). Ces deux observations vont 
souvent de paires lorsqu’il s’agit de maladie de Crohn. En effet, tel que mentionné plus tôt, 
plusieurs gènes de susceptibilité de cette maladie sont impliqués dans l’autophagie. C’est 
notamment le cas de ATG16L1. Par contre, la perte de ce gène est également connue pour 
entrainer des défauts de maturation des cellules de Paneth, qui participe à l’établissement de 
la maladie (Cadwell et al., 2009; Stappenbeck and McGovern, 2018). Ainsi, ces observations 
supportent que SHP1 pourrait potentiellement être plus impliqué dans le développement de 
la maladie de Crohn que de la colite ulcéreuse. 
SECTION 7 : LA PERTE D’EXPRESSION DE SHP1 N’AFFECTE PAS LE CÔLON 
 
L’absence de modulation du phénotype inflammatoire suivant un traitement DSS 
dans le côlon des souris Shp1CEI-KO, de même que l’absence de modulation de la polypose 
colique chez les souris Shp1CEI-KO;ApcMin/+ suggère que la perte de SHP1 n’affecte pas ou 
très peu l’homéostasie du côlon. En effet, même lors de nos analyses macroscopiques et 
histologiques, aucune différence dans le côlon des souris Shp1CEI-KO comparé au côlon des 
souris contrôles n’est observée (Fig. 21).  
Pour valider cet énoncé, nous avons dans un premier temps montré que l’absence de 
phénotype ne provient pas d’un manque d’efficacité du système Cre-lox dans le côlon tel 
que nous l’avions soupçonné (Fig. 22A). En effet, il a déjà été rapporté qu’il pouvait y avoir 
un peu de mosaïcisme dans le côlon avec de l’utilisation des souris Villine-Cre (Madison et 
al., 2002). Dans un second temps, bien qu’il a déjà été montré que l’expression protéique de 
SHP1 et de SHP2 ne se compensent pas dans des cellules cancéreuses colorectales humaines 
(Wang et al., 2006), nous avons validé qu’il en est de même dans l’épithélium intestinal et 
colique murin, ainsi que pour leurs gènes (Fig. 22B-C). Ainsi, ces résultats ne permettent pas 
d’expliquer pourquoi la perte de SHP1 dans les colonocytes n’induit pas de phénotype 
particulier, en comparaison avec les entérocytes. Par contre, l’absence de compensation entre 
SHP1 et SHP2 permet de renforcir le fait que, bien que ces deux phosphatases soient très 
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similaires, en plus de posséder des substrats communs, leurs actions physiologiques sont 
distinctes et indépendantes l’une de l’autre. 
Ensuite, puisque l’absence de phénotype dans le côlon suivant la perte de SHP1 dans 
les CEIs n’est pas explicable par l’expression de SHP1 et/ou de SHP2, nous nous sommes 
intéressés à l’activité de SHP1. En effet, si son expression est similaire entre chacun des 
segments de l’intestin, que le système Cre-loxP y est aussi efficace, et qu’il n’y a pas de 
compensation par SHP2, tout laisse croire que l’activité de SHP1 pourrait être 
différentiellement régulée entre le jéjunum et le côlon. C’est effectivement ce que nous 
semblons observer par immunobuvardage contre la forme phosphorylée sur la sérine 591 de 
SHP1. Cette phosphorylation étant connue pour inhiber l’activité de cette phosphatase 
(Mkaddem et al., 2017), ceci suggère que SHP1 serait bel et bien moins actif dans 
l’épithélium du côlon comparativement à l’épithélium du jéjunum. Cette observation devrait 
tout de même être validée par une autre approche plus directe telle qu’un test d’activité 
phosphatase au pNPP.  
En bref, nos résultats suggèrent que l’activité de la phosphatase SHP1 pourrait être 
moins importante au maintien de l’homéostasie de l’épithélium colique que de l’épithélium 
intestinal, au contraire de SHP2, puisqu’en effet, l’impact de la perte de SHP2 dans 
l’épithélium intestinal et colique affecte plus sévèrement le côlon (Coulombe et al., 2013).  
 
SECTION 8 : LA -CATÉNINE CONTRÔLE LE NIVEAU DE SHP1 DE MANIÈRE POST-
TRANSCRIPTIONNELLE. 
 
L’expression du gène PTPN6, qui est le gène encodant pour la protéine SHP1, a été 
montrée comme étant significativement réduite dans les tumeurs cancéreuses colorectales 
humaines (Fig. 13), ce qui est fort probablement dû à une hyperméthylation du promoteur de 
PTPN6. Cependant, l’analyse de l’expression protéique de SHP1 dans des tumeurs 
colorectales, des lignées cancéreuses colorectales et des polypes de souris ApcMin/+, révèle 
que l’expression de SHP1 est significativement plus élevée dans les tissus cancéreux que 
dans la marge saine pairée (Fig. 24-25). Plus précisément, nous avons trouvé que 
l’expression de SHP1 est plus élevée dans les tissus où la -caténine est elle-même fortement 
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exprimée. Effectivement, dans les lignées cancéreuses colorectales possédant une mutation 
activatrice de la signalisation Wnt/-caténine (APC ou CTNNB1) et dans les polypes de 
souris ApcMin/+, donc des tissus ayant une mutation dans Apc, l’expression élevée de la 
-caténine corrèle avec une forte expression de SHP1 (Fig. 24 C-D, fig. 25A-B). Nos 
résultats semblent suggérer que cet effet serait uniquement dû à l’expression de la -caténine, 
et non de l’activité transcriptionnelle associée à sa voie de signalisation. Effectivement, dans 
un premier temps, les tumeurs colorectales humaines, bien qu’elles présentent une réduction 
de l’expression du gène PTPN6, montrent tout de même une augmentation de l’expression 
protéique de SHP1 (Fig. 13, fig. 24A-B). Ensuite, l’expression ectopique de la -caténine 
dans des cellules humaines induit à elle seule une augmentation importante de l’expression 
de SHP1, sans cependant montrer de différence claire quant à l’expression du gène PTPN6 
(Fig. 26). Ces résultats indiquent donc que l’expression de SHP1 pourrait être contrôlée par 
la -caténine à un niveau post-traductionnel. De façon intéressante, nos observations ont 
aussi indiqué qu’un certain seuil d’expression de la -caténine pouvait être requis afin 
d’influencer le niveau d’expression de SHP1. En effet, la figure 25 B indique qu’il semble y 
avoir deux catégories de polypes de souris ApcMin/+ : un premier où l’expression de la 
-caténine est plus élevée dans le polype que dans sa marge saine, et où l’expression de 
SHP1 est elle-aussi plus élevée dans le polype que dans la marge (cercle vert); le deuxième 
groupe est composé de polype où l’expression de la -caténine est similaire entre le polype 
et la marge saine, où l’expression de SHP1 est également similaire entre ces deux tissus 
(cercle bleu). Ceci est également observé par immunohistochimie où les régions les plus 
fortes en -caténine sont également plus forte en SHP1 (Fig. 25C). Ainsi, mis ensemble, tous 
ces résultats mettent en relation l’expression de la -caténine avec l’expression de SHP1, et 
suggèrent que la -caténine aurait un rôle à jouer dans la régulation post-transcriptionnelle 
de SHP1. 
Afin de mieux cerner le mécanisme d’action par lequel la -caténine est capable de 
moduler l’expression protéique de SHP1, nous nous sommes par la suite intéressés à sa 
dégradation, puisqu’il a déjà été montré que la phosphorylation sur la sérine 591 de SHP1 
pouvait favoriser sa dégradation par le protéasome (Simoneau et al., 2011). Nous avons donc 
vérifié l’ubiquitination de SHP1, une modification post-traductionnelle essentielle pour le 
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ciblage vers la dégradation protéasomale. De manière très intéressante, la surexpression de 
la -caténine diminue l’ubiquitination de SHP1 (Fig. 27A). Ce résultat suggère donc que 
l’ubiquitination de SHP1, voire sa dégradation, serait ralentie par la surexpression de la 
-caténine. Une expérience préliminaire d’analyse de l’expression protéique de SHP1 suite 
à un traitement au cycloheximide suggère en effet que la stabilité protéique de SHP1 serait 
augmentée suite à la surexpression de la -caténine (Annexe 1). L’identification de la E3 
ubiquitine ligase responsable de la dégradation de SHP1 n’a toutefois pas encore été 
identifiée, bien que -TrCP et c-CBL aient été étudiées puis rejetées. En effet, le 
phosphodégron associé à -TrCP (DpSGxxpS) n’est pas retrouvé dans la séquence de SHP1, 
et malgré une bonne efficacité de l’ARN d’interférence ciblant c-CBL, aucune modulation 
de SHP1 n’a été notée (Fig. 27B). Toutefois, de façon intéressante, parmi les partenaires 
d’interaction de SHP1 trouvés par spectrométrie de masse figurent ANAPC1 et ANAPC7, 
deux des sous-unités formant le complexe de promotion d’anaphase (APC/C), aussi appelé 
cyclosome, ainsi que UBE2O et BRCA1, toutes des E3 ubiquitine ligases. Des études 
supplémentaires sont cependant nécessaires pour déterminer si l’une de ces E3 ubiquitine 
ligases pourrait être responsable de la dégradation de SHP1. Ainsi, nos résultats montrent 
que l’expression de SHP1 est bien régulée post-transcriptionnellement par l’activation 
aberrante de la signalisation Wnt/-caténine, mais les mécanismes moléculaires impliqués 
restent encore à caractériser. 
Finalement, très peu de choses sont connues quant au rôle que peut tenir la -caténine 
dans la régulation de l’expression de d’autres protéines. Nos données actuelles semblent 
donc non seulement dépeindre un mécanisme impliquant la -caténine, mais également un 
mécanisme de régulation de l’expression de SHP1, ce qui n’a jamais été décrit auparavant. 
Ainsi, nos travaux suggèrent qu’il pourrait y avoir une boucle rétrocontrôle de la 
signalisation Wnt/-caténine qui pourrait passer par la tyrosine phosphatase SHP1. En effet, 
nos résultats montrent que SHP1 est un régulateur négatif de la signalisation Wnt/-caténine, 
mais aussi que la -caténine fortement exprimée semble pouvoir favoriser l’expression de 
SHP1. Ceci aurait donc comme incidence de permettre une régulation fine de cette voie de 
signalisation lorsque la -caténine serait trop abondante.  
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V. PERSPECTIVES ET CONCLUSIONS 
 
Les travaux réalisés durant mon doctorat avaient pour but de déterminer par quels 
mécanismes la tyrosine phosphatase SHP1 maintenait l’homéostasie de l’épithélium 
intestinal et si elle pouvait être impliquée dans le développement de pathologies intestinales 
telles que le cancer et l’inflammation.  
Nous avions précédemment démontré chez la souris que SHP1 contrôlait 
négativement la prolifération cryptale intestinale (Leblanc, 2015). Mes travaux de doctorat 
ont permis de montrer que SHP1 inhibait la synthèse protéique et conséquemment la 
croissance de cellules cancéreuses colorectales. Nos analyses biochimiques ont révélé que 
cette action de SHP1 était médiée potentiellement par l’inhibition de la voie de signalisation 
PI3K/AKT/mTOR/S6K/S6-eEF2. Pour confirmer ceci, nous pourrions utiliser des 
inhibiteurs pharmacologiques de la voie PI3K/AKT/mTOR en condition de sous-expression 
de SHP1 afin d’observer si l’hypotrophie cellulaire observée et la hausse de la synthèse 
protéique reviennent à la normale. De plus, l’étude des polysomes permettrait de valider qu’il 
y a bel et bien une augmentation de la traduction suite à l’inhibition d’expression de SHP1. 
Aussi, il serait pertinent d’analyser si l’augmentation de la synthèse protéique observée 
concerne tous les ARNm de manière générale ou concerne seulement certaines populations 
d’ARNm, comme les ARNm 5’TOP (5’ terminal oligo-pyrimidine), dont la traduction est 
connue pour être contrôlée par mTOR (Li et al.; Patursky-Polischuk et al., 2009). Pour se 
faire, nous pourrions utiliser la technique du « Ribosome profiling » (Brar and Weissman, 
2015; McGlincy and Ingolia, 2017) afin de déterminer quels ARNm sont activement traduits 
dans la condition contrôle et lesquels sont traduits en condition de sous-expression de SHP1. 
Faisant suite à plusieurs travaux de notre laboratoire, nous avons aussi validé que la 
signalisation Wnt/-caténine est inhibée par SHP1 dans l’épithélium intestinal murin. En 
l’absence de SHP1, la -caténine est stabilisée (Leblanc et al., 2017; Simoneau et al., 2011), 
se relocalise au noyau et cause l’augmentation de la transcription de ses gènes cibles. De 
plus, nous avons montré que cette augmentation de l’activation de la signalisation 
Wnt/-caténine serait plus importante dans les cellules présentes au fond de la crypte, c’est-
à-dire dans les cellules souches et dans les cellules progénitrices prolifératives. Cette 
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augmentation de la signalisation Wnt/-caténine corrèle aussi avec la modulation du nombre 
de cellules de Paneth (Leblanc, 2015), l’augmentation de la prolifération, l’expansion du 
compartiment souche et de l’activité des cellules souches. Afin de vraiment valider si les 
effets de la sous-expression de SHP1 sont bien attribuables à l’hyperactivation de la 
signalisation Wnt/-caténine, des organoïdes issus des souris Shp1CEI-KO pourrait être traités 
avec un inhibiteur de la transcription associée au complexe -caténine/TCF4, soit l’ICG-001 
afin d’observer si le phénotype revient à un phénotype similaire aux organoïdes contrôles. 
De plus, notre analyse de l’interactôme de SHP1 par spectrométrie de masse suggère de 
nouveaux mécanismes par lesquels SHP1 pourrait moduler la voie Wnt/-caténine. En effet, 
notre analyse a révélé la protéine ZNF281 comme nouveau partenaire d’interaction de SHP1. 
ZNF281 est un régulateur essentiel de la différenciation des cellules souches embryonnaires 
et du développement des tissus (Fidalgo et al., 2011). Plusieurs études ont démontré les 
divers rôles du ZNF281 dans les processus de pluripotence et de développement des cellules 
souches (Hahn and Hermeking, 2014; Seo et al., 2013). Par conséquent, ZNF281 est 
considéré comme un gène pertinent pour le caractère souche. De manière intéressante, une 
étude a rapporté que ZNF281 pourrait favoriser la prolifération et l'invasion des cellules 
cancéreuses du pancréas en interagissant avec la voie Wnt/β-caténine et que de telles 
interactions pourraient être associées à la progression du cancer du pancréas et du cancer 
colorectal (Qian et al., 2017; Qin et al., 2019). Par contre, les mécanismes d’action restent à 
élucider. Un autre effecteur potentiellement intéressant de SHP1 est ADNP, déjà connu 
comme un suppresseur de tumeurs dans le cancer colorectal (Blaj et al., 2017). Ainsi, des 
analyses plus approfondies de ces nouveaux partenaires potentiels de SHP1 sont requises 
afin d’évaluer si SHP1 agit via ces effecteurs pour régulariser la signalisation Wnt/-caténine 
et ainsi affecter la carcinogénèse colorectale. Pour ce faire, il faudrait tout d’abord confirmer 
l’interaction physique de SHP1 avec ces protéines par des essais de co-immunoprécipation 
et/ou de proximity ligation assay. Par la suite, par des essais d’interférence d’ARN, le rôle 
de ZNF281 et d’ADNP sur la régulation de l’expression de la -caténine et de son activité 
transcriptionnelle pourrait être analysé. 
Les organoïdes invalidés pour SHP1 présentent essentiellement un phénotype 
attribuable à l’hyperactivation de la signalisation Wnt/-caténine. Or, le phénotype 
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d’instinalomégalie observé chez les souris Shp1CEI-KO semble provenir majoritairement des 
effets de l’hyperactivation de la signalisation PI3K/AKT qui ont été observés durant mes 
travaux de maîtrise. Il serait donc intéressant d’évaluer la contribution de la signalisation 
PI3K/AKT dans le développement anormal des organoïdes invalidés pour SHP1, entre autres 
par l’utilisation d’inhibiteur pharmacologique ciblant la PI3K ou par ARN d’interférence 
ciblant AKT. 
Le rôle de SHP1 dans le développement du cancer colorectal a également été évalué. 
Ainsi, nous avons d’abord montré que dans un contexte où Apc est muté, la perte de SHP1 
exacerbe la polypose, indiquant ainsi que l’expression de SHP1 limite la formation de 
tumeurs. Bien que la sous-expression de SHP1 dans des cellules cancéreuses colorectales 
déjà hyperprolifératives n’ait pas réussi à accélérer leur prolifération en 2D, elle a augmenté 
la capacité de ces cellules à croître en indépendance d’ancrage. De plus, chez les souris 
ApcMin/+, certains polypes semblent être plus gros lorsque SHP1 n’est pas exprimé. Ces deux 
derniers résultats suggèrent que SHP1 pourrait restreindre la croissance tumorale. Ainsi, il 
serait intéressant de vérifier l’impact de drogues, démontrées pour augmenter l’activité 
phosphatase de SHP1 telles que le SC-43 et le SC-78 (Chung et al., 2018; Su et al., 2017), 
sur la prolifération et la croissance en indépendance d’ancrage des cellules cancéreuses 
colorectales. Si un effet inhibiteur est observé in cellulo, il sera alors pertinent de tester leur 
impact sur la croissance tumorale en souris immunodéficientes. De plus, suite à la 
détermination de l’interactôme de SHP1, nous avons trouvé que cette phosphatase serait 
impliquée dans la régulation positive de la signalisation BMP, connue pour interférer avec 
la signalisation Wnt/-caténine (Freeman et al., 2013; He et al., 2004). Il serait donc pertinent 
d’approfondir le lien entre SHP1 et la signalisation BMP dans le contexte du cancer 
colorectal.  
Nos résultats chez la souris suggèrent que SHP1 n’est pas un suppresseur de tumeur 
puisque son absence dans l’épithélium intestinal murin n’induit pas la formation de tumeur 
avec l’âge. Il serait tout de même important de valider cette observation avec une plus grande 
cohorte de souris puisque seulement 6 animaux ont été analysés jusqu’à présent à 15 mois. 
De plus, il serait intéressant de valider par immunobuvardage (niveaux de phosphorylation 
de AKT sur la sérine 473) si la signalisation PI3K/AKT est toujours hyperactivée chez les 
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souris de 15 mois, et si la signalisation Wnt/-caténine ne l’est plus (niveau d’expression de 
la -caténine et de sa forme active, en plus de l’analyse de gènes cibles de la signalisation 
Wnt/-caténine). Également, les mécanismes de compensation par lesquels la signalisation 
Wnt/-caténine pourrait être réprimée avec l’âge devraient être étudiés. Ainsi, l’activation 
de la signalisation BMP pourrait être particulièrement pertinente à analyser, considérant que 
les résultats de spectrométrie de masse suggèrent que cette voie de signalisation pourrait être 
régulée par SHP1. De plus, l’expression et/ou l’activité des protéines composant le complexe 
de dégradation de la -caténine pourraient être évalué, de même que celle de E3 ubiquitine 
ligases connues pour réguler la -caténine, tel que -TrCP. Ces données pourraient entre 
autres mettre en évidence si la signalisation est bloquée naturellement par le complexe de 
dégradation de la -caténine ou non. En fonction des résultats obtenus, d’autres pistes 
pourraient alors être étudiées. 
Nous avons aussi investigué l’implication de SHP1 dans la régulation du 
développement d’inflammation intestinale. L’utilisation d’un modèle de colite chimique 
induite par le DSS a permis de montrer que SHP1, exprimé dans les entérocytes, protège 
contre l’inflammation intestinale. Plus précisément, nos résultats montrent que SHP1 
prévient l’inflammation dans l’iléon, mais pas dans le côlon. On pourrait donc spéculer que 
SHP1 pourrait prévenir le développement de l’inflammation intestinale observée lors de la 
maladie de Crohn. Pour vérifier cette hypothèse, il serait intéressant d’évaluer la réponse 
inflammatoire obtenue chez les souris Shp1CEI-KO, en comparaison aux souris contrôles, 
suivant un traitement à l’indométacine. L’indométacine induit des dommages inflammatoires 
dans l’intestin grêle, contrairement au DSS qui ne s’attaque qu’au côlon (Yamada et al., 
2011). Il serait ainsi intéressant d’évaluer chez des souris Shp1CEI-KO, la sensibilité de 
l’épithélium intestinal à l’indométacine ainsi que sa capacité de régénération après le 
traitement. Il serait aussi intéressant d’étudier davantage le rôle de SHP1 dans la régulation 
de l’autophagie, qui lorsqu’elle est dérégulée, est connue pour être un facteur de 
susceptibilité au développement de la maladie de Crohn. D’ailleurs, durant ma maîtrise, nous 
avons observé que l’activité autophagique semblait être réduite dans l’épithélium intestinal 
des souris Shp1CEI-KO (Leblanc, 2015). 
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Mes travaux de recherche ont mis en lumière une importance de SHP1 dans le 
contrôle de l’homéostasie de l’épithélium épithélial, sans toutefois sembler affecter 
l’épithélium colique. Le rôle de SHP1 sur la signalisation dans l’épithélium colique pourrait 
être analysé afin de déterminer si les notamment voie Wnt/-caténine et PI3K/AKT seraient 
également régulées par cette phosphatase. Ces analyses permettraient de valider que 
l’activité de SHP1 dans le côlon est moins importante que dans l’intestin grêle. De plus, il 
serait important de valider le niveau d’activité de SHP1 tant dans le jéjunum que dans le 
côlon à l’aide d’une technique plus précise que par la phosphorylation de la sérine 591 de 
SHP1. Ceci pourrait notamment être fait par une immunoprécipitation de SHP1 suivi d’un 
test au pNPP, ce qui permettrait notamment de quantifier l’activité phosphatase (Edri et al., 
2018).  
Mes travaux ont aussi mis en lumière qu’il existe une corrélation entre l’expression 
de la -caténine et l’expression de SHP1. En effet, tant dans les lignées colorectales que dans 
les souris ApcMin/+, nous avons noté une corrélation positive entre l’expression protéique de 
la -caténine et SHP1. De plus, la simple surexpression de la -caténine est suffisante pour 
induire une forte expression de SHP1. Mes résultats suggèrent que cet effet de la -caténine 
n’est pas transcriptionnel et se situerait plutôt au niveau du contrôle de la stabilité de la 
protéine SHP1. Il faudrait faire des analyses plus détaillées de la stabilité de SHP1 en 
présence et en absence d’expression de la -caténine et ce, suite à l’inhibition de la synthèse 
protéique par la cycloheximide. Des travaux du laboratoire ont déjà rapporté que suite à sa 
phosphorylation sur la sérine 591, SHP1 était dégradée par le protéasome. Il serait donc 
intéressant de vérifier si la phosphorylation sur la sérine 591 est modulée par la surexpression 
de la -caténine et si c’est le cas, trouver la kinase responsable. Finalement, il faudrait 
identifier l’ubiquitine ligase responsable de l’ubiquitination de SHP1 afin de mettre en 
lumière le mécanisme d’action permettant à la -caténine de moduler l’expression de SHP1. 
Somme tout, mes travaux de recherche semblent montrer pour la première fois un mécanisme 
de rétrocontrôle de la signalisation Wnt/-caténine qui passerait par l’expression de la 
tyrosine phosphatase SHP1 lorsque les niveaux de -caténine serait élevés. 
En conclusion, mes travaux de recherche ont permis de démontrer que la tyrosine 
phosphatase SHP1 est un régulateur important du maintien de l’homéostasie générale de 
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l’épithélium de l’intestin grêle. De plus, nos résultats suggèrent que l’activation de cette 
phosphatase pourrait s’avérer une avenue thérapeutique intéressante pour limiter voire 
freiner la progression tumorale et l’inflammation dans l’intestin grêle.  
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VIII. ANNEXE 1 
 
 
 
Annexe 1. SHP1 est stabilisée par l’expression de la -caténine. 
A. Des cellules 293T ont été transfectées avec un vecteur vide, ou un plasmide exprimant la 
-caténine. Un traitement à la cycloheximide (CHX) a été effectué et les cellules ont été 
lysées à 0, 3h, 6h, 9h, 12h et 24h sur ces populations de cellules. L’expression de la 
-caténine et de SHP1 a été évalué par immunobuvardage. La -actine a servi de contrôle de 
charge. n=1 B. La stabilité protéique de SHP1 a été évaluée par son expression normalisée 
sur l’actine. Une régression linéaire permet de visualiser la demi-vie de SHP1. 
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